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1.- INTRODUCCIÓN 
I n t r o d u c c i ó n  
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L a  s e l e c c i ó n  d e l  s e x o  d e  e m b r i o n e s  e n  l a s  e s p e c i e s  a n i m a l e s  d e  i n t e r é s  
z o o t é c n i c o  h a  s i d o  d e s d e  s i e m p r e  u n a  d e  l a s  m e t a s  p e r s e g u i d a s ,  t a n t o  p o r  l o s  
c r i a d o r e s  d e  g a n a d o  c o m o  p o r  l o s  i n v e s t i g a d o r e s .  S i n  e m b a r g o ,  e s t o s  p r o p ó s i t o s  
n o  h a n  p o d i d o  s e r  c o n s i d e r a d o s  c o m e r c i a l m e n t e  a p l i c a b l e s ,  h a s t a  e l  
a d v e n i m i e n t o  d e  t e c n o l o g í a s  q u e  p e r m i t a n  m a n i p u l a r  y  s e l e c c i o n a r  g a m e t o s  o  
e m b r i o n e s .  
 
E n  e l  t r a b a j o  d e  r e v i s i ó n  r e a l i z a d o  p o r  Van Vliet y cols. ( 1 9 8 9 )  e l  s e x a d o  
d e  e m b r i o n e s  e s  c o n s i d e r a d o  u n a  a l t e r n a t i v a  a t r a c t i v a  y  c o m e r c i a l m e n t e  v i a b l e ,  
p a r a  s e l e c c i o n a r  e l  s e x o  d e  l o s  i n d i v i d u o s .  E n  e s t e  m i s m o  t r a b a j o  s e  e x p r e s a  q u e  
e l  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s  e n  l a  e s p e c i e  b o v i n a  a d q u i e r e  u n a  i m p o r t a n t e  r e l e v a n c i a ,  
s i  s e  u t i l i z a  e n  c o n j u n t a m e n t e  c o n  l a  t é c n i c a  d e  t r a n s f e r e n c i a  d e  e m b r i o n e s .  N o  
o b s t a n t e ,  u n  c r i t e r i o  i m p o r t a n t e  a  c o n s i d e r a r  e n  l a  a p l i c a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a  d e  
s e x a d o  d e  e m b r i o n e s ,  e s  l a  e f i c a c i a  e n  l a  p r e d i c c i ó n  d e l  s e x o  y  e l  e f e c t o  e n  l a  
v i a b i l i d a d  d e l  e m b r i ó n .  
 
H a s t a  e l  p r e s e n t e ,  l a s  m e t o d o l o g í a s  d e s c r i t a s  p a r a  e l  s e x a d o  d e  l o s  
e m b r i o n e s  b a s a n  s u  d i a g n ó s t i c o  e n  u n a  m u e s t r a  t o m a d a  d e l  m a t e r i a l  e m b r i o n a r i o ,  
I n t r o d u c c i ó n  
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o  b i e n ,  e n  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d i f e r e n c i a l  d e  s u b s t a n c i a s  o  e l e m e n t o s  e s p e c í f i c o s  d e  
m a c h o s  o  h e m b r a s .  L a  u t i l i z a c i ó n  d e  m a t e r i a l  e m b r i o n a r i o  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  
d e l  s e x o ,  g e n e r a l m e n t e  p r o v e e  m u y  b u e n o s  r e s u l t a d o s .  S i n  e m b a r g o ,  l a s  
m e t o d o l o g í a s  q u e  m a n t i e n e n  l a  i n t e g r i d a d  d e l  e m b r i ó n  s o n  c o n s i d e r a d a s  i d e a l e s  
p o r  n o  p r o d u c i r  d a ñ o s  q u e  p o t e n c i a l m e n t e  r e d u z c a n  s u  v i a b i l i d a d .  (Jafar y Flint, 
1996). 
 
D e n t r o  d e  l a s  m e t o d o l o g í a s  q u e  m a n t i e n e n  l a  i n t e g r i d a d  d e l  e m b r i ó n ,  
e n c o n t r a m o s  l a  d e m o s t r a c i ó n  i n m u n o l ó g i c a  d e  u n  a n t í g e n o  e s p e c í f i c o  d e l  s e x o  
( a n t í g e n o  H - Y )  q u e  s e  e n c u e n t r a  p r e s e n t e  e n  e m b r i o n e s  d e  r a t ó n  a  p a r t i r  d e l  
e s t a d i o  d e  4  c é l u l a s  (Wachtel y cols., 1984).   
 
D e l  m i s m o  m o d o ,  s e  h a  c o m p r o b a d o  q u e  e l  a n t í g e n o  H - Y  n o  s o l a m e n t e  s e  
e x p r e s a  e n  e m b r i o n e s  d e  r a t ó n  s i n o  t a m b i é n  e n  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o s  
p r e i m p l a n t a c i o n a l e s  e n  l a  e s p e c i e  b o v i n a  (White y cols., 1987; Utsumi y cols., 
1993),  p o r c i n a  (White y cols., 1985),  o v i n a  (White y cols., 1987) y  a n i m a l e s  d e  
l a b o r a t o r i o  (Gardner y Edwards, 1968; White y cols., 1983).  
 
 E l  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  c o n  a n t i c u e r p o s  H - Y  p r o v o c a  l a  l í s i s  d e  
a q u e l l o s  e n  l o s  q u e  s e  e n c u e n t r a  p r e s e n t e  e l  a n t í g e n o  H - Y  ( m a c h o s ) ,  q u e d a n d o  
s i n  s e r  a f e c t a d o s  a q u e l l o s  o t r o s  d o n d e  e l  a n t í g e n o  n o  s e  e x p r e s a  ( h e m b r a s ) .  D e  
e s t e  m o d o ,  e s t a  m e t o d o l o g í a  r e l a t i v a m e n t e  s i m p l e ,  p e r m i t e  d i f e r e n c i a r  h e m b r a s  
d e  m a c h o s  e n  e s t a d i o s  p r e i m p l a n t a c i o n a l e s  (Anderson, 1987) 
 
L a  p r o d u c c i ó n  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  r e p r e s e n t a  u n a  i n t e r e s a n t e  o p c i ó n ,  e n  
l o s  s i s t e m a s  p r o d u c t i v o s  b o v i n o s .  L o s  p r o g r e s o s  o b t e n i d o s  e n  m a d u r a c i ó n  y  
f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s ,  p o s i b i l i t a n  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  e s t a  
t é c n i c a  e n  p l a n e s  r e p r o d u c t i v o s  e n  e j e m p l a r e s  d e  e l i t e .  
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O t r o s  a s p e c t o s  n o  m e n o s  i m p o r t a n t e s  e n  a p l i c a c i ó n  c o m e r c i a l  d e  e s t a  
t e c n o l o g í a  i n c l u y e n ,  l a  o b t e n c i ó n  d e  c r í a s  e n  h e m b r a s  d e  a l t o  v a l o r  g e n é t i c o  q u e  
p r e s e n t a n  p r o b l e m a s  r e p r o d u c t i v o s ,  a s í  c o m o  l a  p r o d u c c i ó n  d e  a n i m a l e s  
t r a n s g é n i c o s  y  l a  o b t e n c i ó n  d e  e m b r i o n e s  d e  u n  s e x o  d e t e r m i n a d o .  D e  e s t e  m o d o ,  
l a  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s ,  s e  h a  c o n v e r t i d o  e n  u n a  f u e n t e  
a l t e r n a t i v a  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  d e  e m b r i o n e s  q u e  p u e d e n  s e r  s e x a d o s .  
 
A s í ,  l a s  t é c n i c a s  d e  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  n o s  p e r m i t e n  
a p l i c a r  l o s  m é t o d o s  d e  s e x a d o  e n  d i f e r e n t e s  e s t a d i o s  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o .  
C o m o  c o m e n t a m o s  a n t e r i o r m e n t e ,  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  m e d i a n t e  l a  
u t i l i z a c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  H - Y  m a n t i e n e  l a  i n t e g r i d a d  d e l  e m b r i ó n  y  e s  
r e l a t i v a m e n t e  s i m p l e .  P o r  e l l o ,  r e s u l t a  i n t e r e s a n t e  e s t a b l e c e r  s u  u t i l i z a c i ó n  e n  
e m b r i o n e s  b o v i n o s  e n  d i f e r e n t e s  e s t a d i o s  d e l  d e s a r r o l l o  p r o d u c i d o s  p o r  
f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o .  
 
E n  b a s e  a  t o d o  l o  e x p u e s t o  c o n  a n t e r i o r i d a d ,  l o s  o b j e t i v o s  p e r s e g u i d o s  e n  
l a  p r e s e n t e  t e s i s  d o c t o r a l  s o n :  
 
 PRIMERO:  O b t e n e r  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p o r  i n  v i t r o  a  p a r t i r  d e  l a  
m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s  p r o v e n i e n t e s  d e  o v a r i o s  r e c o g i d o s  e n  m a t a d e r o ,  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a  h e m b r a s  A b e r d e e n  A n g u s  a d u l t a s .  
 
 SEGUNDO: V e r i f i c a r  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  a n t i s u e r o  H - Y  p a r a  d e t e r m i n a r  e l  
s e x o  d e  e m b r i o n e s  d e  g a n a d o  b o v i n o  l o g r a d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  e n  
e s t a d i o  d e  4 - 8  c é l u l a s  ( 4 8  h s .  p o s t - f e r t i l i z a c i ó n ) ,  m e n o r e s  d e  3 2  c é l u l a s  ( 9 6  h s .  
p o s t - f e r t i l i z a c i ó n ) y mayo r e s  d e  3 2  c é l u l a s  ( 1 2 0  h s .  p o s t - f e r t i l i z a c i ó n ) .  
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 TERCERO:  E v a l u a r  e l  s e x o  d e  l o s  e m b r i o n e s  ( c i t o t o x i c i d a d )  e n  l o s  
d i f e r e n t e s  e s t a d i o s  d e  d e s a r r o l l o ,  p r o d u c i d o s  p o r  i n  v i t r o .  
 
 CUARTO:  C o m p r o b a r  l a  r e l a c i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  l o s  n i v e l e s  d e  
c i t o t o x i c i d a d  o b t e n i d o s  y  e l  s e x o  d e  l o s  e m b r i o n e s  s o m e t i d o s  a l  a n t i s u e r o  
m e d i a n t e  c a r i o t i p o .  
 
 QUINTO:  D e t e r m i n a r  s i  e x i s t e  d e p e n d e n c i a  e n t r e  e l  e s t a d i o  d e l  d e s a r r o l l o  
e m b r i o n a r i o  y  e l  s e x o  ( c i t o t o x i c i d a d )  y  l a  c o r r e l a c i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  
c i t o t o x i c i d a d  y  c a r i o t i p o  d e  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p r o d u c i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n   
i n  v i t r o .   
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2.1.- Consideraciones generales. 
 
L a s  b i o t e c n o l o g í a s  a p l i c a d a s  a  l a  r e p r o d u c c i ó n  a n i m a l  p o s i b i l i t a n  e l  
i n c r e m e n t o  d e  l o s  í n d i c e s  p r o d u c t i v o s ,  a  t r a v é s  d e  l a s  m e j o r a s  i n t r o d u c i d a s  e n  l a s  
d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  a n i m a l e s  d e  i n t e r é s  z o o t é c n i c o .  
 
E n  l a  p r e s e n t e  i n v e s t i g a c i ó n  s e  u t i l i z a n  t r e s  d e  e l l a s ,  l a  m a d u r a c i ó n  y  
f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s ;  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  c i g o t o s  y  e m b r i o n e s ;  y  
e l  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s .  
 
D e b i d o  a  q u e  e n  e s t e  t r a b a j o  s e  a n a l i z a r á n  d i s t i n t o s  a s p e c t o s  d e  l a s  t r e s  
t é c n i c a s  a n t e s  m e n c i o n a d a s ,  c a d a  u n a  d e  e l l a s  s e r á  c o n s i d e r a d a  d e  f o r m a  
i n d i v i d u a l .   
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2.2- Maduración y fertilización i  vitro de ovocitos 
bovinos. 
 
L a  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  n o s  b r i n d a  l a  p o s i b i l i d a d  d e  
i n c r e m e n t a r  l o s  c o n o c i m i e n t o s  b á s i c o s  d e  l o s  p r o c e s o s  f i s i o l ó g i c o s  i n v o l u c r a d o s  
- m a d u r a c i ó n  d e l  o v o c i t o ,  f e r t i l i z a c i ó n ,  d e s a r r o l l o  d e  c i g o t o s  y  d e s a r r o l l o  
e m b r i o n a r i o  t e m p r a n o  ( Mc. Gaughhey, 1978) .  
 
A  s u  v e z ,  e s t a  b i o t e c n o l o g í a  p e r m i t e  l a  o b t e n c i ó n  d e  c r í a s  e n  h e m b r a s  c o n  
a l t o  v a l o r  g e n é t i c o  q u e  p r e s e n t e n  p a t o l o g í a s  r e p r o d u c t i v a s  y  l a  a p l i c a c i ó n  d e  
o t r a s  t é c n i c a s  t a l e s  c o m o  l a  g e n e r a c i ó n  d e  c l o n e s  y  l a  o b t e n c i ó n  d e  a n i m a l e s  
t r a n s g é n i c o s  ( Gordon y Lu, 1990; Mermillod y cols., 1992; Looney y cols, 
1994; Niemann, 1998 a y b) .  
 
L o s  t r a b a j o s  h i s t ó r i c o s  r e a l i z a d o s  p o r  Pincus y Enzmann e n  1 9 3 5 ,  h a n  
s i d o  l o s  p r i m e r o s  e n  i n t e n t a r  r e p r o d u c i r  u n  m e d i o a m b i e n t e  e x t r a c o r p ó r e o  c a p a z  
d e  m a n t e n e r  ó v u l o s .  D e  a c u e r d o  a  l o s  t r a b a j o s  d e  r e v i s i ó n  r e a l i z a d o s  p o r  Van 
Soom y Kruif ( 1 9 9 6 )  y  Yang y cols. ( 1 9 9 8 )  a  t r a v é s  d e  l o s  a ñ o s ,  s e  h a n  
d e s a r r o l l a d o s  d i f e r e n t e s  s i s t e m a s  c a p a c e s  d e  p e r m i t i r  l a  m a d u r a c i ó n  y  
f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  y  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  c i g o t o s  y  
e m b r i o n e s .  
 
 
2.2.1.- Maduración in vitro de ovocitos bovinos. 
 
L a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  r e q u i e r e  e l  c u m p l i m i e n t o  d e  l o s  
s i g u i e n t e s  p a s o s :  l a  r e c o l e c c i ó n  d e  l o s  o v a r i o s  e n  e l  m a t a d e r o ,  o b t e n c i ó n  d e  
o v o c i t o s ,  s e l e c c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  y  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s .  
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 2.2.1.1.- Recolección de ovarios en matadero.  
 
 L a  r e c u p e r a c i ó n  d e  o v a r i o s  e n  e l  m a t a d e r o  s e  r e a l i z a  m e d i a n t e  l a  
i n t e r v e n c i ó n  d e l  r e c o l e c t o r  e n  e l  i n i c i o  d e  l a  c a d e n a  d e  m a t a n z a .  L o s  o v a r i o s  s e  
o b t i e n e n  d e  v a c a s  o  n o v i l l a s  e n  d i f e r e n t e s  e s t a d o s  f i s i o l ó g i c o s  d e n t r o  d e  l o s  3 0  
m i n u t o s  p o s t e r i o r e s  a l  s a c r i f i c i o  d e  l o s  a n i m a l e s  ( Leibfried y First, 1979; Fukui 
y Sakuma, 1980; Fukui y cols., 1987; Xu y cols., 1987; Sirard y cols., 1988; 
Madison y cols., 1992) .  
 
L o s  o v a r i o s  r e c o g i d o s  s o n  c o l o c a d o s  e n  u n  t e r m o  d e  t r a n s p o r t e  q u e  
c o n t i e n e  s o l u c i ó n  s a l i n a  ( 0 . 9 %  N a C L ) ,  o  s o l u c i ó n  f o s f a t o - t a m p o n a d a  s a l i n a  
( P B S ) .  E s t a s  s o l u c i o n e s  c o n t i e n e n  g e n e r a l m e n t e ,  c o m o  a n t i b i ó t i c o s  2 5  m g / l  d e  
k a n a m i c i n a ,  o  1 0 0  U I / l  d e  p e n i c i l i n a  y  1 0 0  mg / l  d e  g e n t a m i c i n a  ( Sirard y First, 
1988; Weimer y cols., 1991; Madison y cols., 1992; Fry y cols., 1997) .   
 
E l  t r a n s p o r t e  d e  l o s  o v a r i o s  a l  l a b o r a t o r i o ,  s e  r e a l i z a  d e s d e  l o s  3 0  m i n u t o s  
a  l a s  6  h .  d e s p u é s  d e  l a  r e c o l e c c i ó n  ( Sirard y First, 1988; Madison y cols., 
1992; Fry y cols., 1997) .   
 
H a s t a  e l  p r e s e n t e  s e  h a n  d e s c r i t o  d o s  m o d a l i d a d e s  d e  m a n t e n i m i e n t o  d e  
l o s  o v a r i o s  d u r a n t e  l a  r e c u p e r a c i ó n  e n  e l  m a t a d e r o  y  e l  t r a n s p o r t e  a l  l a b o r a t o r i o .  
I n m e d i a t a m e n t e  d e s p u é s  d e l  s a c r i f i c i o  d e  l o s  a n i m a l e s ,  l o s  o v a r i o s  s o n  
m a n t e n i d o s  a  0 °C  ( Henseleigh y Hunter, 1985; Grimes e Ireland, 1986) ,  o  
b i e n ,  s o n  m a n t e n i d o s  a  2 8 - 3 0 °C ( Lu y cols., 1987; Goto y cols., 1988; Sirard y 
First, 1988; Hamano y Kuwayama, 1993) .  S i n  e m b a r g o ,  s e  h a  d e m o s t r a d o  q u e  
e l  m a n t e n i m i e n t o  d e  l a  t e m p e r a t u r a  d u r a n t e  e l  t r a n s p o r t e  a  3 0 ° C  e s  i m p o r t a n t e  y a  
q u e  p o r  d e b a j o  d e  e s t a ,  s e  v e  c o m p r o m e t i d a  l a  c a p a c i d a d  d e  m a d u r a c i ó n  d e l  
o v o c i t o  i n  v i t r o  ( First y Parrish, 1988) .  
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U n a  v e z  e n  e l  l a b o r a t o r i o ,  l o s  o v a r i o s  s o n  l a v a d o s  r e p e t i d a s  v e c e s  e n  l a  
s o l u c i ó n  d e  t r a n s p o r t e .  S e g u i d a m e n t e ,  l o s  o v o c i t o s  p u e d e n  s e r  r e c o g i d o s  
i n m e d i a t a m e n t e ,  o  b i e n ,  l o s  o v a r i o s  s o n  c o l o c a d o s  y  m a n t e n i d o s  e n  b a ñ o  
t e r m o s t á t i c o  a  3 0 °C  a n t e s  d e  p r o c e d e r  a  l a  o b t e n c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  ( Sirard y 
First, 1988; Madison y cols., 1992; Carolan y cols., 1994; Pollard, y cols., 
1996; Fry y cols., 1997) .   
 
E l  t i e m p o  q u e  m e d i a  e n t r e  l a  o b t e n c i ó n  d e  l o s  o v a r i o s ,  e l  t r a n s p o r t e  a l  
l a b o r a t o r i o  a  3 0 º C   y  l a  o b t e n c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  p u e d e  v a r i a r   e n t r e  2  y  7  h .  D e  
e s t e  m o d o ,  e l  t i e m p o  e n  q u e  l o s  o v o c i t o s  s o n  a s p i r a d o s ,  t i e n e  e f e c t o s  p o s i t i v o s  e n  
l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  b o v i n o s .  A s í  h a  p o d i d o  e s t a b l e c e r s e ,  q u e  l a  
u t i l i z a c i ó n  d e  4  h .  d e  i n t e r v a l o  e s  c o n s i d e r a d a  ó p t i m a  p a r a  a l c a n z a r  e l e v a d o s  
í n d i c e s  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  (Blondin y cols., 1997) .  
 
 
 2.2.1.2.- Obtención de los ovocitos. 
 
 L o s  o v a r i o s  o b t e n i d o s  e n  m a t a d e r o  p r o c e d e n  d e  h e m b r a s  b o v i n a s  d e  
dif e r e n t e s  e d a d e s  y  c o n d i c i o n e s  f i s i o l ó g i c a s .  E s t o s  o v a r i o s  p r e s e n t a n  e n  s u  
s u p e r f i c i e  u n a  c a n t i d a d  v a r i a b l e  d e  e s t r u c t u r a s :  f o l í c u l o s ,  c u e r p o s  l ú t e o s ,  c u e r p o s  
h e m o r r á g i c o s  y  c u e r p o s  a l b i c a n s  ( Machatkova y cols., 1996) .   
 
Grimes e Ireland ( 1 9 8 6 )  s u g i e r e n ,  q u e  l a  a p a r i e n c i a  d e  l a  s u p e r f i c i e  d e  
l o s  f o l í c u l o s ,  p u e d e  s e r  u t i l i z a d a  c o m o  c r i t e r i o  d e  s e l e c c i ó n  d e  l o s  f u t u r o s  
o v o c i t o s  y  m e j o r a r  l o s  í n d i c e s  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o .  E s t o s  a u t o r e s  p r o p o n e n  l a  
c l a s i f i c a c i ó n  d e  l o s  f o l í c u l o s  e n  d o s  c a t e g o r í a s :  f o l í c u l o s  c l a r o s  y  f o l í c u l o s  
o p a c o s .  E n  e s t e  e s t u d i o ,  s e  d e m u e s t r a  q u e  l o s  o v o c i t o s  p r o v e n i e n t e s  d e  f o l í c u l o s  
c l a r o s  m u e s t r a n  t a s a s  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  s u p e r i o r e s  a  l o s   
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o v o c i t o s  p r o v e n i e n t e s  d e  l o s  f o l í c u l o s  o p a c o s .  T a m b i é n  p u e d e  e s t a b l e c e r s e ,  q u e  
l o s  f o l í c u l o s  c l a r o s  t i e n e n  e n  s u  c o n t e n i d o  m e n o r  c o n c e n t r a c i ó n  d e  e s t r ó g e n o s ,  
p r o g e s t e r o n a  y  f l u i d o  f o l i c u l a r  q u e  l o s  o p a c o s .  
 
P o r  o t r a  p a r t e ,  Gandolfi y cols. ( 1 9 9 7 )  i n f o r m a n  q u e  l a  m o r f o l o g í a  d e  l o s  
o v a r i o s ,  p u e d e  s e r  u t i l i z a d a  c o m o  m é t o d o  e f e c t i v o  d e  p r e s e l e c c i ó n  d e  l o s  
o v o c i t o s .  E s t e  e s t u d i o  c l a s i f i c a  a  l o s  o v a r i o s  e n  t r e s  c a t e g o r í a s  d e  a c u e r d o  a  l a  
c a n t i d a d  y  t a m a ñ o  d e  l o s  f o l í c u l o s .  A s í  t e n e m o s  Categoría 1.- o v a r i o s  c o n  1  
f o l í c u l o  m a y o r  a  1 0  m m  d e  Æ ; Categoría 2.- o v a r i o s  c o n  p r e s e n c i a  d e  1 0  
f o l í c u l o s  d e  2  a  5  m m  d e  Æ  y  a u s e n c i a  d e  1  f o l í c u l o  d e  1 0  m m  d e  Æ  y Categoría 
3.- o v a r i o s  c o n  p r e s e n c i a  d e  m e n o s  d e  1 0  f o l í c u l o s  d e  2  a  5  m m  d e  Æ  y  a u s e n c i a  
d e  1  f o l í c u l o  d e  1 0  m m  d e  Æ .  
 
L o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  q u e  l o s  o v a r i o s  d e  l a s  c a t e g o r í a s  1  y  2  c o n t i e n e n  
o v o c i t o s  q u e  f o r m a n  m a y o r  p r o p o r c i ó n  d e  b l a s t o c i s t o s ,  d e s p u é s  d e  s e r  m a d u r a d o s  
y  f e r t i l i z a d o s  i n  v i t r o .  
 
 P a r a  l a  o b t e n c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s ,  s e  h a n  d e s c r i t o  d o s  m é t o d o s :  e l  método 
de aspiración y el método de corte.  
 
 El método de aspiración,  c o n s i s t e  e n  l a  s u c c i ó n  d e  l o s  f o l í c u l o s  s i t u a d o s  
e n  l a  s u p e r f i c i e  d e l  o v a r i o  p o r  m e d i o  d e  u n a  a g u j a .  E l  d i á m e t r o  d e  l a  a g u j a  
u t i l i z a d a  e s  c o n s i d e r a d o  i m p o r t a n t e  a  e f e c t o s  d e  n o  d a ñ a r  l o s  o v o c i t o s  r e c o g i d o s  
( Bols y cols., 1996 y 1997; Fry y cols., 1997) .  
 
 R e c i e n t e m e n t e ,  Bols y cols. ( 1 9 9 6 )  i n v e s t i g a n  s o b r e  e l  e f e c t o  d e l  d i á m e t r o  
d e  l a s  a g u j a s  d e  a s p i r a c i ó n  s o b r e  l a  c a l i d a d  d e  l o s  o v o c i t o s  r e c o g i d o s .  E n  e s t e  
e s t u d i o ,  s e  u t i l i z a n  a g u j a s  d e  d i f e r e n t e s  d i á m e t r o s  ( 1 8 ,  1 9 ,  y  2 1 - g ) .  L o s  r e s u l t a d o s  
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i n d i c a n  q u e  c o n  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  a g u j a s  1 8 - g ,  s e  o b t i e n e  e l  m a y o r  n ú m e r o  d e  
o v o c i t o s .  S i n  e m b a r g o ,  Fry y cols. ( 1 9 9 7 )  c o m p a r a n  e l  d i á m e t r o  d e  l a s  a g u j a s  
e n t r e  1 7  y  2 0 - g ,  e  i n d i c a n  q u e  l a  a s p i r a c i ó n  d e  f o l í c u l o s  i n m a d u r o s  d e  o v a r i o s  
b o v i n o s  c o n  a g u j a  1 7 - g ,  f u e  m á s  e f e c t i v a  p a r a  o b t e n e r  o v o c i t o s  v i a b l e s .  
 
P o r  o t r a  p a r t e ,  Bols y cols. ( 1 9 9 7 )  i n f o r m a n  q u e  e l  t i p o  d e  b i s e l  q u e  t i e n e n  
l a s  a g u j a s  ( c o r t o  o  l a r g o ) ,  e s  i m p o r t a n t e  e n  l a  e f i c i e n c i a  d e l  m é t o d o  d e  
r e c o l e c c i ó n .  E n  e s t e  t r a b a j o ,  e l  l a r g o  d e l  b i s e l  t i e n e  u n  e f e c t o  s i g n i f i c a t i v o  s o b r e  
l a  r e c o l e c c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s .  A q u e l l a s  a g u j a s  q u e  t i e n e n  b i s e l  l a r g o  s o n  m á s  
e f i c i e n t e s  e n  l a  r e c o l e c c i ó n  q u e  l a s  a g u j a s  d e  b i s e l  c o r t o .  
 
L a  a s p i r a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s ,  s e  r e a l i z a  m e d i a n t e  l a  s u c c i ó n  d e  l o s  
f o l í c u l o s  c o n  a g u j a s  1 8 - 2 2 - g  u n i d a s  a  j e r i n g a s  e s t é r i l e s  d e  3 - 2 0  m l  ( Katska y 
Smorag, 1984; Iwazaki y cols, 1987; Lu y cols., 1987; Takagi y cols., 1992; 
Hamano y Kuwayama, 1993) .  O t r o s  a u t o r e s ,  u t i l i z a n  a g u j a s  1 6 - 1 9 - g y 
p r e s i o n e s  d e  s u c c i ó n  e n t r e  7 5 - 1 0 0  m m H g  m e d i a n t e  u n a  b o m b a  d e  v a c í o  ( Bols y 
cols., 1996 y 1997; Fry y cols., 1997) .   
 
E l  d i á m e t r o  y  t i p o  d e  b i s e l  q u e  l a s  a g u j a s  t i e n e n ,  d e b e n  g u a r d a r  r e l a c i ó n  
c o n  e l  n i v e l  d e  s u c c i ó n  p r a c t i c a d o .  L o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  p o r   Fry y cols. ( 1 9 9 7 )  
y Bols y cols. ( 1 9 9 6  y  1 9 9 7 )  c o n s i d e r a n  e l  e f e c t o  d e  l a  s u c c i ó n  e f e c t u a d a ,  s o b r e  
l a  c a l i d a d  d e  l o s  o v o c i t o s  r e c o g i d o s .  E n  e s t o s  t r a b a j o s ,  s e  u t i l i z a n  p r e s i o n e s  d e  
s u c c i ó n  e n t r e  5 0  y  1 3 0  m m H g .  D e  e s t e  m o d o ,  p u d o  d e m o s t r a r s e  q u e  
i n d e p e n d i e n t e m e n t e  d e l  d i á m e t r o  d e  l a  a g u j a  u t i l i z a d a ,  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  p r e s i o n e s  
s u p e r i o r e s  a  7 0  m m H g  p r o v o c a  l a  r e c o l e c c i ó n  d e  o v o c i t o s  d e s p r o v i s t o s  d e  l a s  
c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s .  B a s a d o s  e n  e s t o s  r e s u l t a d o s ,  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  p r e s i o n e s  d e  
s u c c i ó n  d e  5 0  a  7 0  m m H g  s e  r e c o m i e n d a  p a r a  o b t e n e r  e l  m á x i m o  n ú m e r o  d e  
o v o c i t o s  r o d e a d o s  p o r  c ú m u l u s  c o m p a c t o .  
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 El método de corte,  c o n s i s t e  e n  e l  c o r t e  d e  l a  s u p e r f i c i e  d e l  o v a r i o  c o n  
u n a  h o j a  d e  b i s t u r í  e s t é r i l  o  u n  d i s p o s i t i v o  q u e  c o n s i s t e  e n  4  a  1 0  h o j a s  d e  a c e r o  
e s t é r i l e s ,  d i s p u e s t a s  e n  p a r a l e l o  a  u n a  d i s t a n c i a  d e  2  m m  e n t r e  h o j a s  ( Süss y 
Madison, 1983; Tak gi y cols., 1992; Xu y cols., 1992; Hamano y 
Kuwayama, 1993; Stringfellow y cols., 1993; Carolan y cols., 1994) .  
 
 E l  n ú m e r o  t o t a l  d e  o v o c i t o s  o b t e n i d o s  p o r  o v a r i o ,  v a r i a  d e  a c u e r d o  a l  
m é t o d o  d e  r e c o l e c c i ó n  u t i l i z a d o .  E s t u d i o s  c o m p a r a t i v o s  r e a l i z a d o s  e n t r e  e l  
m é t o d o  d e  c o r t e  y  e l  m é t o d o  d e  a s p i r a c i ó n  o b t i e n e n  u n  m a y o r  n ú m e r o  d e  
o v o c i t o s  e n  p r o m e d i o  p o r  e l  m é t o d o  d e  c o r t e  e n  c o m p a r a c i ó n  a l  m é t o d o  d e  
a s p i r a c i ó n .  D e l  m i s m o  m o d o ,  e s  s u p e r i o r  l a  p r o p o r c i ó n  d e  o v o c i t o s  c o n s i d e r a d o s  
c o m o  a p t o s  p a r a  s e r  c u l t i v a d o s  i n  v i t r o ,  m e d i a n t e  l a  u t i l i z a c i ó n  d e l  m é t o d o  d e  
c o r t e  ( Hamano y Kuwayama,  1993; Carolan y cols., 1994) .  
 
 
2.2.1.3.- Selección de los ovocitos. 
 
L a  m o r f o l o g í a  q u e  p r e s e n t a n  l o s  o v o c i t o s  r e c o g i d o s  d e  l o s  o v a r i o s ,  n o s  
b r i n d a  l a  p o s i b i l i d a d  d e  p r e d e c i r  s u  c a p a c i d a d  d e  r e i n i c i a r  l a  m e i o s i s  ( Leibfried y 
First, 1979; Xu y cols. , 1986; Younis y cols., 1989; De Loos y cols., 1992; 
Arlotto y cols., 1996) .  
 
L o s  o v o c i t o s  o b t e n i d o s  e n  e l  l a b o r a t o r i o  s o n  c l a s i f i c a d o s  y  s e l e c c i o n a d o s  
p a r a  s e r  m a d u r a d o s  i n  v i t r o ,  s e g ú n  e l  a s p e c t o  q u e  p r e s e n t a  s u  c i t o p l a s m a  y  l a s  
c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  q u e  l o  e n v u e l v e n .   
 
E n  e l  a ñ o  1 9 7 9 ,  Leibfried y First p r o p o n e n  e l  s i g u i e n t e  e s q u e m a  d e  
c l a s i f i c a c i ó n  d e  a c u e r d o  a  l a  a p a r i e n c i a  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  y  d e l  
o v o p l a s m a .  
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 D e  a c u e r d o  a  l a  apariencia de las células del cúmulus l o s  o v o c i t o s  s e  
p u e d e n  c l a s i f i c a r  e n  c u a t r o  c a t e g o r í a s :  Categoría 1.- P r e s e n t a n  t r e s  c a p a s  
c o m p a c t a s  d e  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  q u e  l o s  r o d e a n  e n  t o d a  s u  s u p e r f i c i e ;  
Categoría 2.- S e  p r e s e n t a n  r o d e a d o s  p a r c i a l m e n t e  p o r  t r e s  c a p a s  c o m p a c t a s  d e  
c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s ;  Categoría 3.- S e  e n c u e n t r a n  r o d e a d o s  p o r  c é l u l a s  d e l  
c ú m u l u s  e x p a n d i d a s ;  Categoría 4.- O v o c i t o s  d e n u d a d o s .  
 
 D e  a c u e r d o  a  l a  apariencia del ovoplasma,  l o s  o v o c i t o s  s e  p u e d e n  
c l a s i f i c a r  e n  t r e s  c a t e g o r í a s :  Categoría 1.- P r e s e n t a n  o v o p l a s m a  g r a n u l a d o  y  
h o m o g é n e o  y  q u e  l l e n a  c o m p l e t a m e n t e  e l  e s p a c i o  d e l i m i t a d o  p o r  l a  z o n a  
p e l ú c i d a ;  Categoría 2.- P r e s e n t a n  o v o p l a s m a  g r a n u l a d o  n o  h o m o g é n e o ,  
( p e r i f e r i a  c l a r a  y  c e n t r o  o s c u r o )  y  q u e  l l e n a  c o m p l e t a m e n t e  e l  e s p a c i o  d e l i m i t a d o  
p o r  l a  z o n a  p e l ú c i d a ;  Categoría 3.- P r e s e n t a n  o v o p l a s m a  v a c u o l a d o ,  
f r a g m e n t a d o  y  q u e  n o  l l e n a  c o m p l e t a m e n t e  e l  e s p a c i o  d e l i m i t a d o  p o r  l a  z o n a  
p e l ú c i d a .  
 
A q u e l l o s  o v o c i t o s  q u e  c o n  t r e s  o  m á s  c a p a s  c o m p a c t a s  d e  c é l u l a s  d e l  
c ú m u l u s  q u e  l o  r o d e e n  y  o v o p l a s m a s  h o m o g é n e o s ,  s e  c l a s i f i c a n  c o m o  a p t o s  y  s e  
s e l e c c i o n a n  p a r a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o .  P o r  e l  c o n t r a r i o ,  a q u e l l o s  q u e  s e  p r e s e n t a n  
r o d e a d o s  p o r  m e n o s  d e  t r e s  e s t r a t o s  d e  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s ,  c ú m u l u s  n o  
c o m p a c t o  y  o v o p l a s m a s  h e t e r o g é n e o s  o  p i c n ó t i c o s  s e  c l a s i f i c a n  c o m o  n o  a p t o s  y  
s o n  d e s c a r t a d o s  p a r a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  ( Xu y cols., 1986; Shioya y cols., 
1988; De Loos y cols., 1989; Madison y cols., 1992)  
 
Mochizuki y cols. ( 1 9 9 1 )  d e m u e s t r a n  q u e  l o s  o v o c i t o s  c o m p l e t a m e n t e  
r o d e a d o s  p o r  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  p r e s e n t a n  m e j o r e s  í n d i c e s  d e  f e r t i l i z a c i ó n  e n  
c o m p a r a c i ó n  a  l o s  d e n u d a d o s .  T a m b i é n  s e ñ a l a n  q u e  e n  l o s  o v o c i t o s  d e n u d a d o s ,  
e x i s t e  u n  e n d u r e c i m i e n t o  d e  l a  z o n a  p e l ú c i d a ,  a d e m á s  d e  u n a  i n c o m p l e t a  
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m a d u r a c i ó n  c i t o p l a s m á t i c a ,  d e b i d o  a  l a  d e s c o n e x i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  e l  o v o p l a s m a  
y  e s t a s  c é l u l a s .   
 
 Ball y cols ( 1 9 8 4 )  i n f o r m a n  q u e  l a  m a d u r a c i ó n  f i n a l  d e l  o v o p l a s m a  d e b e  
o c u r r i r  s i m u l t á n e a m e n t e  c o n  l a  m a d u r a c i ó n  n u c l e a r  d e l  o v o c i t o .  D e l  m i s m o  
m o d o ,  p u d o  d e m o s t r a r s e  q u e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  q u e  r o d e a n  a l  o v o c i t o  
i n m a d u r o ,  c u m p l e n  u n  r o l  c e n t r a l  n o  s o l a m e n t e  e n  l a  m a d u r a c i ó n  n u c l e a r  s i n o  
t a m b i é n  e n  l a  c i t o p l a s m á t i c a  ( Shioya y cols, 1988; Sirard y cols, 1988; Fukui, 
1990) .  
 
 
 2.2.1.4.- Maduración in vitro de los ovocitos. 
 
 D u r a n t e  e l  p r o c e s o  d e  m a d u r a c i ó n  t a n t o  i n  v i v o  c o m o  i n  v i t r o  d e  l o s  
o v o c i t o s  o c u r r e n  u n a  s e r i e  d e  c a m b i o s ,  q u e  p e r m i t e n  l a  r e a n u d a c i ó n  d e  l a  
m e i o s i s .  E s t o s  e v e n t o s  d e b e n  o c u r r i r  a n t e s  d e  l a  f e r t i l i z a c i ó n  y  s e  c a r a c t e r i z a n  p o r  
l a  e x p a n c i ó n  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s ,  l a  e l i m i n a c i ó n  d e l  p r i m e r  c o r p ú s c u l o  
p o l a r  y  l a  f o r m a c i ó n  d e  l a  m e t a f a s e  I I .  ( Hyttel y cols., 1986) .   
 
 I n  v i v o ,  l a  h o r m o n a  F S H  e s  r e s p o n s a b l e  d e  l a  i n d u c c i ó n  d e  l a  m a d u r a c i ó n  
d e  l o s  f o l í c u l o s  y  l a  h o r m o n a  L H  p r o m u e v e  l a  r e a n u d a c i ó n  d e  l a  m e i o s i s  d e  l o s  
o v o c i t o s  ( Moor y cols. 1981; Xu y cols., 1986) .  
 
L a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  t a m b i é n  d e s e m p e ñ a n  u n  p a p e l  i m p o r t a n t e  e n  l a  
m a d u r a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s .  E s t a s  c é l u l a s  a p o r t a n  n u t r i e n t e s  y  e n e r g í a  ( p i r u v a t o )  
a l  o v o c i t o  ( Donahue y Stern, 1968) .  T a m b i é n  s e c r e t a n  á c i d o  h i a l u r ó n i c o  a  l a  
m a t r i z  e x t e r n a  d e  p r o t e o g l i c a n o s .  E s t a  s e c r e c i ó n  p r o v o c a  l a  r u p t u r a  d e  l a  m a t r i z ,  
l o  q u e  t r a e  a p a r e j a d o  e l  f e n ó m e n o  d e n o m i n a d o  e x p a n s i ó n  d e l  c ú m u l u s ,  d o m i n a d o  
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p o r  l a  a c c i ó n  d e  l a  F S H  y  s e  c a r a c t e r i z a  p o r  e l  c a m b i o  d e  i n t e r a c c i ó n  e n t r e  l a s  
c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  y  e l  o v o c i t o  ( Henseleigh y Hunter, 1985) .   
 
L o s  g l i c o s a m i n o g l i c a n o s  ( G A G S )  e n c o n t r a d o s  e n  e l  f l u i d o  f o l i c u l a r  
t a m b i é n  s o n  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  e x p a n s i ó n  d e l  c ú m u l u s .  E l  c o n d r o i t i n  s u l f a t o  
p r o d u c i d o  p o r  l a s  c é l u l a s  d e  l a  g r a n u l o s a  e n  l a  f a s e  f o l i c u l a r  t e m p r a n a ,  i n h i b e  l a  
e x p a n s i ó n  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s .  P o s t e r i o r m e n t e ,  e s t a s  c é l u l a s  s e c r e t a n  á c i d o  
h i a l u r ó n i c o  q u e  p e r m i t e  d e g r a d a r  l a s  u n i o n e s  i n t e r c e l u l a r e s  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  
c ú m u l u s .  ( Phillips, 1988) .  
 
 
2.2.1.4.1.- Medios de cultivo. 
 
P a r a  l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  s e  u t i l i z a n  d i f e r e n t e s  m e d i o s  
d e  c u l t i v o  ( H a m ' s  F - 10 y Ham's F - 1 2 ,  K r e b s  R i n g e r  B i c a r b o n a t o  m o d i f i c a d o ,  
TCM - 1 9 9 ,  M E M ,  T y r o d e s  y  W a y m o u t h  M B 7 5 2 / 1 ) .  T o d o s  e l l o s  p r e s e n t a n  e n  s u  
c o m p o s i c i ó n  u n a  m e z c l a  d e  s a l e s  i n o r g á n i c a s ,  v i t a m i n a s ,  a m i n o á c i d o s ,  g l u c o s a ,  
p i r u v a t o  d e  s o d i o ,  h i p o x a n t i n a ,  t i m i d i n a  y  r o j o  f e n o l  c o m o  i n d i c a d o r .  E n  d i c h o s  
m e d i o s ,  l o s  c o m p o n e n t e s  v a r í a n  e n  d i f e r e n t e s  p r o p o r c i o n e s  d e  s u s  c o m p o n e n t e s .  
A  p e s a r  d e  l a  a m p l i a  v a r i e d a d  d e  m e d i o s  d e s c r i t a ,  e l  m a s  u t i l i z a d o  e s  e l  T C M -
1 9 9  ( Wright y Bondioli, 1981; Phillips, 1988; Leibfried-Rutledge y cols., 
1989; Gliedt y cols., 1996 a y b) .   
 
Rose y Bavister ( 1 9 9 2 )  r e a l i z a n  u n  e s t u d i o  e n  e l  q u e  c o m p a r a n  d i f e r e n t e s  
m e d i o s  d e  c u l t i v o  c o m e r c i a l e s .  L o s  m e d i o s  c o m p a r a d o s  f u e r o n  H a m ' s  F - 1 2 ,  
TCM - 1 9 9 ,  M E M  y  W a y m o u t h ' s  M B  7 5 2 / 1 .  L o s  r e s u l t a d o s  d e m u e s t r a n  q u e  l a  
u t i l i z a c i ó n  d e  T C M - 1 9 9  o  M E M  p e r m i t e n  o b t e n e r  u n  m a y o r  g r a d o  d e  
f e r t i l i z a c i ó n ,  e n  c o m p a r a c i ó n  c o n  l o s  m e d i o s  H a m ' s  F - 1 2  y  W a y m o u t h ' s  M B  
7 5 2 / 1 .  
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 2.2.1.4.2.- Suplementación de los medios de cultivo. 
 
S e g ú n  e l  t r a b a j o  d e  r e v i s i ó n  r e a l i z a d o  p o r  Brackett y Zuelke ( 1 9 9 3 )  e s t á  
c l a r a m e n t e  e s t a b l e c i d o ,  q u e  e l  m e d i o  d e  c u l t i v o  e m p l e a d o  p a r a  l a  m a d u r a c i ó n  i n  
v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  i n f l u y e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e n  l a s  t a s a s  d e  f e r t i l i z a c i ó n  i n  
v i t r o .  
 
E l  m e d i o  d e  m a d u r a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s ,  e s  s u p l e m e n t a d o  c o n  s u e r o  f e t a l  
b o v i n o  ( S F B ) ,  s u e r o  d e  v a c a  e n  c e l o  ( S V C )  o  a l b ú m i n a  s é r i c a  b o v i n a  ( B S A ) .  
E s t o s  e l e m e n t o s ,  f a v o r e c e n  l a  e x p a n s i ó n  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  y  l a  
p r o d u c c i ó n  d e  d i v e r s o s  f a c t o r e s  q u e  p r o m u e v e n  e l  r e i n i c i o  d e  l a  m e i o s i s  
g r a n u l o s a  ( Fukui y Sakuma, 1980; Eppig y cols., 1983; Fukui y Ono, 1989; 
Sambussho y Threlfall, 1989; Lee y cols., 1996) .  
 
O t r o s  s u p l e m e n t o s  u t i l i z a d o s  e n  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  s o n  l o s   
f a c t o r e s  d e  c r e c i m i e n t o  ( E G F ,  I G F - I, IGF - II, TGF a, TGF b  y ac t i v i n a , ) .  E s t o s ,  
s o n  e l e m e n t o s  q u e  f a v o r e c e n  l a  m a d u r a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  y  a c t ú a n  c o m o  
a g e n t e s  m i t o g é n i c o s  s o b r e  l a s  c é l u l a s  d e  l a  g r a n u l o s a  ( Lee y Fukui, 1995; Lee y 
cols., 1996; Bevers y cols., 1997) .  
 
C o m o  i n d i c a m o s  a n t e r i o r m e n t e ,  l a s  h o r m o n a s  F S H  y  L H  d e s e m p e ñ a n  u n  
p a p e l  i m p o r t a n t e  e n  l o s  p r o c e s o s  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i v o  y  s o n  u t i l i z a d a s  p a r a  l a  
m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o .  T a m b i é n  s e  p r e s e n t a n ,  e s t r ó g e n o s ,  p r o g e s t e r o n a  y  H C G ,  q u e  
s o n  d i f e r e n t e s  s u p l e m e n t o s  c o m ú n m e n t e  u t i l i z a d o s  e n  l o s  m e d i o s  d e  c u l t i v o  y  
t i e n e n  a c c i ó n  p o s i t i v a  e n  l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s  ( Leibfried y First, 
1979; Fukui y cols, 1982; Xu, y cols., 1986 y 1988; First y Parrish, 1987).   
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E n  e l  e s t u d i o  r e a l i z a d o  p o r  Stubbings y cols. ( 1 9 8 8 )  s e  d e t e r m i n a  l a  
i m p o r t a n c i a  d e  l a  a d i c i ó n  a l  m e d i o  d e  c u l t i v o  ( T C M - 1 9 9 )  d e  d i f e r e n t e s  
c o n c e n t r a c i o n e s  d e  h o r m o n a s  F S H ,  L H ,  e s t r ó g e n o s  y  s u p l e m e n t o s  c o m o  S F B  e  
i n s u l i n a .  L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  d e m u e s t r a n  q u e  l a  a d i c i ó n  d e  e s t r ó g e n o s  
f a v o r e c e  l a s  t a s a s  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  e n  c o m p a r a c i ó n  a l  a p o r t e  d e  FSH, LH o 
i n s u l i n a .   
 
S i n  e m b a r g o ,  l a  a d i c i ó n  d e  F S H  y  L H  f a v o r e c e n  l a s  t a s a s  d e  f e r t i l i z a c i ó n  
i n  v i t r o .  L a  a d i c i ó n  d e  L H  y  E G F  o  E G F - I  a l  m e d i o  d e  m a d u r a c i ó n ,  t a m b i é n  
f a v o r e c e  e l  d e s a r r o l l o  d e  l o s  f u t u r o s  e m b r i o n e s  ( Brackett y cols., 1989; Fukui y 
Ono, 1989; Harper y Brackett, 1992 a y b; Zuelke y Brackett, 1992; Saeki y 
cols., 1994) .  
  
U n o  d e  l o s  m e c a n i s m o s  p o r  l o s  c u a l e s  l a  a d i c i ó n  d e  l a  h o r m o n a  L H  a  l o s  
m e d i o s  d e  c u l t i v o ,  f a v o r e c e  l a  t a s a  d e  o v o c i t o s  m a d u r a d o s  i n  v i t r o ,  e s  e l  
i n c r e m e n t o  d e  l a  e n e r g í a  d i s p o n i b l e  p a r a  e l  o v o c i t o  e n  e l  m e d i o  a m b i e n t e  d e  
c u l t i v o  ( Brackett y Zuelke, 1993) .   
 
Leibfred-Rutledge y cols. ( 1 9 8 9 )  c o m p a r a n  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  s u p l e m e n t o s  
S F B  y  B S A  e n  m e d i o  T y r o d e ' s  m o d i f i c a d o ,  c o n  0 . 2  m M  d e  p i r u v a t o  d e  s o d i o  y  
1 0  mg / m l  d e  F S H .  E l  S F B ,  c o m o  s u p l e m e n t o  p r o t e i c o ,  f u e  s u p e r i o r  a  B S A  t a n t o  
e n  e l  g r a d o  d e  m a d u r a c i ó n  a l c a n z a d o  c o m o  e n  l a  f e r t i l i z a c i ó n .  
 
Fukushima y Fukui ( 1 9 8 5 )  d e t e r m i n a n  q u e  l a  a d i c i ó n  d e  F S H ,  L H ,  
e s t r ó g e n o s  y  p r o g e s t e r o n a  a l  m e d i o  d e  c u l t i v o  H a m ' s  F - 1 0 ,  p r o p o r c i o n a  u n a  
m a y o r  t a s a  d e  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  e n  c o m p a r a c i ó n  c o n  l o s  
c o n t r o l e s  ( s i n  h o r m o n a s ) .  
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2.2.1.4.3.- Condiciones medioambientales para la maduración in 
vitro de los ovocitos. 
 
A  e f e c t o s  d e  o p t i m i z a r  l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o ,  e s  i m p o r t a n t e  p r o v e e r  a l  
o v o c i t o  d e l  m e d i o  a m b i e n t e  a d e c u a d o  q u e  l e  p e r m i t a  g e n e r a r  l o s  p r o c e s o s  
b i o l ó g i c o s  n e c e s a r i o s  ( t e m p e r a t u r a ,  p r e s i ó n  o s m ó t i c a ,  p H  y  a t m ó s f e r a  d e l  
i n c u b a d o r )  p a r a  c o m p l e t a r  l a  m a d u r a c i ó n  n u c l e a r  y  c i t o p l a s m á t i c a  ( Mochizuki y 
cols., 1991; Rose y Bavister, 1992; Yang y cols, 1998) .  
  
L a  t e m p e r a t u r a  m a s  a d e c u a d a  p a r a  e l  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  
b o v i n o s  e s  d e  3 9 º C  (Lenz y cols., 1983; Leibfried-Rutledge y cols., 1989; Rose 
y Bavister, 1992; Pinyopummintr y Bavister, 1995; Azambuja y cols., 1998) .  
Lenz y cols. ( 1 9 8 3 )  i n f o r m a n ,  q u e  l a s  t e m p e r a t u r a s  c o m p r e n d i d a s  e n t r e  3 7 º C  y  
4 1 º C  n o  p e r j u d i c a n  c o n  e l  p r o c e s o  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s .  D e l  
m i s m o  m o d o ,  u n  e s t u d i o  r e a l i z a d o  p o r  Shi y cols. ( 1 9 9 8 )  d o n d e  l a  t e m p e r a t u r a  d e  
c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s  e s  m o d i f i c a d a  e n t r e  v a l o r e s  d e  3 7 °C  y  3 8 . 5  °C ,  e s t o s  
a u t o r e s  o b s e r v a n  q u e  l o s  c a m b i o s  t é r m i c o s  n o  p r o d u c e n  e f e c t o s  a d v e r s o s  d u r a n t e  
l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  y  e l  p o s t e r i o r  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o .  S i n  
e m b a r g o ,  l o s  c u l t i v o s  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s  r e a l i z a d o s  5 ° C  p o r  d e b a j o  d e  l a s  
t e m p e r a t u r a s  a n t e s  m e n c i o n a d a s ,  n o  h a n  l l e v a d o  a  b u e n  t e r m i n o  l a  m a d u r a c i ó n  d e  
l o s  o v o c i t o s  ( Katska y Smorag, 1985) .  
 
 L a  p r e s i ó n  o s m ó t i c a  q u e  d e b e n  t e n e r  l o s  m e d i o s  d e  m a d u r a c i ó n  d e  
o v o c i t o s ,  o s c i l a  i d e a l m e n t e  e n t r e  2 6 5  y  3 2 5  m O s M .  L o s  m e d i o s  g e n e r a l m e n t e  
u t i l i z a d o s  t i e n e n  o s m o l a r i d a d e s  c u y o s  v a l o r e s  o s c i l a n  e n t r e  2 8 5  y  2 9 5  m O s M  
( Sato y cols. 1977; Del Campo, 1993) .  
 
 D i v e r s o s  a u t o r e s  h a n  e s t a b l e c i d o  q u e  e l  p H  ó p t i m o  e n  e l  m e d i o  d e  
m a d u r a c i ó n  d e b e  m a n t e n e r s e  e n t r e  7 . 2  y  7 . 4  ( Shea y cols., 1976; Sato y cols., 
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1977; Fukui y Sakuma, 1980; Brackett, 1981; Phillips, 1988) .  E l  c o n t r o l  d e l  
p H  e n  e l  m e d i o  d e  m a d u r a c i ó n  s e  r e a l i z a  g r a c i a s  a  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  C O 2  e n  l a  
a t m ó s f e r a  d e l  i n c u b a d o r ,  b i c a r b o n a t o  d e  s o d i o  e n  e l  m e d i o ,  u  o t r o  t i p o  d e  
s u s t a n c i a s  t a m p ó n  a d i c i o n a d a s  a l  m e d i o  d e  c u l t i v o  c o m o  l a s  s a l e s  d e  H e p e s  ( Lu 
y cols., 1987) .  
 
 L a  c o m p o s i c i ó n  d e  l a  a t m ó s f e r a  g a s e o s a  e n  e l  i n c u b a d o r ,  s e  c o n s i d e r a  
i m p o r t a n t e ,  e n  e l  c o n t r o l  d e l  p H  i n t r a  y  e x t r a c e l u l a r  y  p o r  e n d e  l a s  f u n c i o n e s  
m e t a b ó l i c a s  d e  l a s  c é l u l a s  e n  c u l t i v o  ( Bavister, 1987) .  P o r  e l l o  h a b i t u a l m e n t e  s e  
e m p l e a n  m e z c l a s  d e  g a s e s  a  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  5 %  d e  C O 2  e n  e l  a i r e ,  o  
b i e n ,  5 %  C O 2 ,  5 %  O 2  y  9 0 %  N 2  ( Fukui y cols., 1982; Lu y cols., 1987; Younis y 
cols., 1989; Takahashi y cols., 1996) .   
 
 
2.2.1.4.4.- Otras condiciones en el cultivo. 
 
T r a d i c i o n a l m e n t e  e n  l o s  s i s t e m a s  d e  p r o d u c c i ó n  d e  e m b r i o n e s  i n  v i t r o ,  l a  
m a d u r a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  s e l e c c i o n a d o s  s e  h a  r e a l i z a d o  e n  g r u p o s  d e  5 ,  1 0 ,  2 0  
y 40 ( Fukushima y Fukui, 1985; Brackett y cols., 1989;  Leibfred-Rutledge y 
cols., 1989; Harper y Brackett, 1992 a y b; Zuelke y Brackett, 1992; Saeki y 
cols., 1994) .  
 
S i n  e m b a r g o ,  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  l o s  s i s t e m a s  d e  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  
i n  v i t r o ,  e n  l a  a p l i c a c i ó n  d e  o t r a s  t e c n o l o g í a s  t a l e s  c o m o  e l  c l o n a d o  o  l a  
o b t e n c i ó n  d e  ó v u l o s  i n  v i v o  ( O P U )  h a n  d e s a r r o l l a d o  s i s t e m a s  d e  p r o d u c c i ó n  
i n d i v i d u a l  d e  e m b r i o n e s  ( O'Doherty y cols., 1997) .  
 
E n  e s t e  s e n t i d o ,  d i v e r s o s  e s t u d i o s  h a n  r e p o r t a d o  u n a  s i g n i f i c a t i v a  
r e d u c c i ó n  e n  e l  d e s a r r o l l o  d e  l o s  e m b r i o n e s  p r o v e n i e n t e s  d e  o v o c i t o s / e m b r i o n e s  
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c u l t i v a d o s  i n d i v i d u a l m e n t e  e n  c o m p a r a c i ó n  c o n  l o s  c u l t i v a d o s  e n  g r u p o s  ( Paria 
y Dey, 1990; Palma y cols., 1992; Ferry y cols., 1994; Keefer y cols., 1994; 
Blondin y Sirard, 1995; Peynot y cols., 1996) .  R e c i e n t e m e n t e  s e  h a n  l o g r a d o  
i m p o r t a n t e s  p r o g r e s o s  d e  l o s  s i s t e m a s  d e  m a d u r a c i ó n ,  f e r t i l i z a c i ó n  y  d e s a r r o l l o  in 
v i t r o  d e  o v o c i t o s  y  e m b r i o n e s  c u l t i v a d o s  i n d i v i d u a l m e n t e .  D e b i d o  a  e l l o ,  s e  h a n  
i n c r e m e n t a d o  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l o s  í n d i c e s  d e  d e s a r r o l l o  ( Lee y Fukui, 1995; 
Carolan y cols., 1996; Lee y cols., 1996; O'Doherty y cols., 1997) .   
 
 
2.2.1.4.5.- Tiempo requerido para la maduración in vitro de los 
ovocitos. 
 
E l  t i e m p o  d e l  c u l t i v o  r e q u e r i d o  p a r a  l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s   
h a s t a  a l c a n z a r  e l  e s t a d i o  d e  m e t a f a s e  I I  e n  b o v i n o s ,  e s  v a r i a b l e  y  s e g ú n  l o s  
d i f e r e n t e s  a u t o r e s  e s t e  t i e m p o  p u e d e  o s c i l a r  e n t r e  2 0  y  2 8  h o r a s  ( Jagiello y cols., 
1974; Süss y Wuthrich, 1985; Xu y cols., 1986; Süss y cols., 1988; Fukui, 
1990) .   
 
D u r a n t e  e s t e  t i e m p o ,  l o s  o v o c i t o s  b o v i n o s  e x p e r i m e n t a n  u n a  s e r i e  d e  
c a m b i o s  d e n t r o  d e  l o s  c u a l e s  p o d e m o s  c i t a r  l a  d e s a p a r i c i ó n  d e  l a  m e m b r a n a  
n u c l e a r ,  l a  e x t r u s i ó n  d e l  p r i m e r  c o r p ú s c u l o  p o l a r  y  l a  l l e g a d a  a l  e s t a d i o  d e  
m e t a f a s e  I I .  E l  c ú m u l u s  o ó f o r o ,  c o m p a c t o  e n  e l  i n i c i o ,  c o m i e n z a  a  e x p a n d i r s e  p o r 
l a  p r e s e n c i a  d e  á c i d o  h i a l u r ó n i c o  e n  l a  m a t r i z  i n t e r c e l u l a r  y  s e  o b s e r v a  e l  e f e c t o  
d e  m u c i f i c a c i ó n  d e l  c ú m u l u s  ( Leibfried y First, 1979; Hyttel y cosl., 1986) .  
 
 
2.2.1.4.6.- Criterios empleados para determinar la maduración. 
 
 E l  o v o c i t o  m a d u r o  t i e n e  u n a  m o r f o l o g í a  y  c a r a c t e r í s t i c a s  d e f i n i d a s ,  
g e n e r a l m e n t e  a c e p t a d a s  c o m o  c r i t e r i o s  p a r a  e v a l u a r  l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o .  D e  
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e s t e  m o d o ,  c o n s i d e r a m o s  m a d u r o s  a  a q u e l l o s  o v o c i t o s  q u e  p r e s e n t a n  c ú m u l u s  
m u c i f i c a d o  y  e x p a n d i d o ,  p r e s e n c i a  d e l  p r i m e r  c o r p ú s c u l o  p o l a r  e n  e l  e s p a c i o  
p e r i v i t e l i n o  y  m e t a f a s e  I I .  A  p e s a r  d e  e l l o ,  l a  c a p a c i d a d  d e  l o s  o v o c i t o s  p a r a  s e r  
f e r t i l i z a d o s  i n  v i t r o  y  c o n t i n u a r  e l  d e s a r r o l l o  n o r m a l  d e  l o s  e m b r i o n e s ,  e s  
p r o b a b l e m e n t e  e l  c r i t e r i o  m a s  a d e c u a d o  ( Younis y cols., 1989; De Loos y cols., 
1992) .  
 
 
2.2.2.- Fertilización in vitro de ovocitos bovinos. 
 
F i n a l i z a d o  e l  p e r i o d o  d e  i n c u b a c i ó n  i n  v i t r o ,  l o s  o v o c i t o s  m a d u r a d o s  s e  
e n c u e n t r a n  a p t o s  p a r a  s e r  f e r t i l i z a d o s  i n  v i t r o .  T a n t o  p a r a  c o n d i c i o n   i n  v i v o  como 
i n  v i t r o ,  p r e v i o  a  l a  f e r t i l i z a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s ,  e l  s e m e n  d e b e  e s t a r  c a p a c i t a d o  y  
a c t i v a d o .  L a  c a p a c i t a c i ó n  y  a c t i v a c i ó n  d e l  e s p e r m a t o z o i d e ,  p o s i b i l i t a r á  a  e s t e  
p r o g r e s a r  a  t r a v é s  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  y  p e n e t r a r  l a  z o n a  p e l ú c i d a  
( Yanagimachi, 1981) .   
 
 
2.2.2.1.- Preparación del semen de toro.
 
E n  m a y o r  m e d i d a ,  e l  s e m e n  d e  t o r o  u t i l i z a d o  p a r a  l a  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  
p r o c e d e  d e  s e m e n  c o n g e l a d o .  L a  p r e p a r a c i ó n  d e l  s e m e n  d e  t o r o  c o n g e l a d o ,  
i n c l u y e  e l  l a v a d o  d e  l a s  c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s  d e  l o s  c o m p o n e n t e s  d e l  d i l u y e n t e  y  
c r i o p r o t e c t o r e s ,  l a  s e p a r a c i ó n  d e  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  m ó t i l e s  d e  l o s  n o  m ó t i l e s  y  
l a  c a p a c i t a c i ó n  e s p e r m á t i c a  ( Parrish, y cols., 1986 y 1988; Ohgoda y cols., 
1988; Avery y Greve, 1995; Risopatrón y cols., 1995) .   
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2.2.2.1.1.- Lavado del semen y separación de espermatozoides 
mótiles y no mótiles. 
 
A l  m e n o s  c i n c o  m e t o d o l o g í a s  h a n  s i d o  d e s c r i t a s  p a r a  l a  s e p a r a c i ó n  d e  l o s  
c o m p o n e n t e s  d e l  d i l u y e n t e  s e m i n a l  d e  l a s  c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s  y  s u  s e l e c c i ó n .  
E s t a s  s o n :  l a v a d o  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n ,  s w i m - u p ,  g r a d i e n t e  d e  p e r c o l l ,  f i l t r a c i ó n  e n  
c o l u m n a  c o n  l a n a  d e  v i d r i o  y  m i g r a c i ó n - s e d i m e n t a c i ó n  ( Utsumi y cols., 1981; 
Tea y cols., 1983; Parrish y cols., 1986; Fukuda y cols., 1990; Stubbingns y 
cols., 1991; Avery y Greve, 1995; Risopatrón y cols., 1995) .  
 
E l  l a v a d o  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n  r e s u l t a  s e r  e l  m é t o d o  m á s  s e n c i l l o  d e  t o d o s .  
E l  s e m e n  s e  c e n t r i f u g a  2  v e c e s  a  5 0 0 g  d u r a n t e  5  a  1 0  m i n u t o s  ( Fukuda y cols., 
1990) .  L a  c e n t r i f u g a c i ó n  e x c e s i v a  d e l  s e m e n  c o n g e l a d o  p r o v o c a  a l t e r a c i o n e s  e n  
l a  m e m b r a n a  p l a s m á t i c a  ( Lessley y Garner, 1983; Niwa y cols., 1988; Sanchez 
y cols., 1995; Rodriguez-Martinez y cols., 1997) .  
 
 E l  m é t o d o  d e  s w i m - u p  s e p a r a  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  m ó t i l e s  d e  l o s  n o  
m ó t i l e s ,  b a s a d o  e n  l a  m o t i l i d a d  d e  l o s  p r i m e r o s .  D e  e s t e  m o d o ,  u n a  m u e s t r a  d e  
s e m e n  c o l o c a d a  e n  e l  f o n d o  d e  u n  t u b o  q u e  c o n t i e n e  m e d i o  d e  c u l t i v o  a  3 7 °C ,  
p e r m i t i r á  d e s p u é s  d e  u n  t i e m p o  d e  c u l t i v o ,  q u e  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  m ó t i l e s  s e  
d e s p l a c e n  h a c i a  l a  s u p e r f i c i e  d e l  t u b o  ( Parrish y cols., 1986) .   
 
U n  e s t u d i o  r e a l i z a d o  p o r  Jaakma y cols. ( 1 9 9 7 )  c o m p a r a  l a  s e p a r a c i ó n  d e  
e s p e r m a t o z o i d e s  p o r  s w i m - u p  e n  m e d i o  F e r t - T A L P  s u p l e m e n t a d o  c o n  á c i d o  
h i a l u r ó n i c o  c o n  e l  l a v a d o  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n  B . O .  ( B r a c k e t t  y  O l i p h a n t ,  1 9 7 5 )  S i  
b i e n  l o s  m e d i o s  u t i l i z a d o s  e n  l a s  d o s  t é c n i c a s  d i f i e r e n  e n t r e  s í ,  l a  t é c n i c a  d e  
s e p a r a c i ó n  p o r  S w i m - u p  f u e  m á s  e f e c t i v a  q u e  d e  c e n t r i f u g a c i ó n .   
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E l  p e r c o l l â  e s t a  c o n s t i t u i d o  p o r  p a r t í c u l a s  c o l o i d a l e s  d e  1 5  a  3 0  n m  d e  
d i á m e t r o  c u b i e r t a s  c o n  p o l i v i n i l p i r r o l i d o n a  ( P V P ) .  E l  s i s t e m a  d e  s e p a r a c i ó n  d e  
e s p e r m a t o z o i d e s  c o n s i s t e  e n  l a  c o l o c a c i ó n ,  e n  u n  t u b o  e s t é r i l ,  d e  2  g r a d i e n t e s  d e  
p e r c o l l â ( 5 5 %  y  9 0 % )  d i l u i d o  e n  m e d i o  d e  c u l t i v o  S p e r m - T A L P .  E l  s e m e n  s e  
s i e m b r a  e n  l a  p a r t e  s u p e r i o r  d e l  t u b o  y  s e  c e n t r i f u g a  a  2 0 0 g  d u r a n t e  2 5  m i n u t o s  a  
t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  ( Avery y Greve, 1995) .  A l g u n a s  p a r t i d a s  d e  p e r c o l l â 
u t i l i z a d o ,  t i e n e n  e f e c t o s  d e l e t é r e o s  s o b r e  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s .  E s t e  e f e c t o  e s  
d e b i d o  p r i n c i p a l m e n t e  a l  P V P  q u e  r o d e a  a  l a s  p a r t í c u l a s  c o l o i d a l e s .  S i n  e m b a r g o ,  
e s t o s  a u t o r e s  p r o p o n e n  q u e  e s t e  m é t o d o  e s  r á p i d o ,  f á c i l  d e  r e a l i z a r  y  e c o n ó m i c o .  
 
 E l  m é t o d o  d e  f i l t r a c i ó n  e n  c o l u m n a  c o n  l a n a  d e  v i d r i o  c o n s i s t e  e n  l a  
s e p a r a c i ó n  d e  c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s  b a s a d o  e n  l a  m o t i l i d a d  d e  l o s  
e s p e r m a t o z o i d e s .  L a  m u e s t r a  d e  s e m e n  s e  c o l o c a  e n  l a  p a r t e  s u p e r i o r  d e  u n  t u b o  
c i l í n d r i c o  d e  1 0  a  1 5  c m  d e  a l t u r a .  L o s  e s p e r m a t o z o i d e s  m ó t i l e s  a t r a v i e s a n  l a  lana 
d e  v i d r i o  y  s e  r e c o g e n  e n  e l  f o n d o  d e l  t u b o  ( Stubbingns y cols., 1991) .   
 
E n  1 9 8 3  Tea y cols. ,  i n f o r m a n  s o b r e  e l  m é t o d o  m i g r a c i ó n / s e d i m e n t a c i ó n .  
E l  m i s m o ,  c o n s i s t e  e n  c o l o c a r  l a  m u e s t r a  d e  s e m e n  e n  l a  s u p e r f i c i e  d e  u n  t u b o  
c ó n i c o  u b i c a d o  d e n t r o  d e  o t r o  t u b o  c i l í n d r i c o .  D e s p u é s  d e  i n c u b a r  1  h o r a  a  3 9 °C ,  
l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  m ó t i l e s  m i g r a n  y  s e d i m e n t a n  e n  e l  t u b o  c ó n i c o .  
R e c i e n t e m e n t e ,  Risopatrón y cols. ( 1 9 9 6 )  u t i l i z a n  e s t e  m é t o d o  y  o b t i e n e n  u n  
i n c r e m e n t o  e n  l a  t a s a  d e  f e r t i l i z a c i ó n ,  c u a n d o  s e  l o  c o m p a r a  c o n  e l  m é t o d o  d e  
c e n t r i f u g a c i ó n .  
 
 
2.2.2.1.2.- Capacitación de los espermatozoides. 
 
S e  h a  e s t a b l e c i d o  q u e  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  e n  l a  t a s a  d e  f e r t i l i z a c i ó n  d e l  
s e m e n ,  p r o v e n i e n t e  d e  d i f e r e n t e s  s e m e n t a l e s  ( Brackett y cols., 1982; Iritani y 
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cols., 1986; Rosenkranz y Holzmann, 1997; Ohgoda y cols., 1988;) .  E s t a s  
v a r i a c i o n e s  i n d i v i d u a l e s ,  p u e d e n  d e b e r s e  a  d i f e r e n c i a s  m e t a b ó l i c a s  c a r a c t e r í s t i c a s  
d e  l a s  c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s ,  e d a d  d e l  m a c h o  y  d i f e r e n c i a s  e n  l o s  c o n t e n i d o s  d e l  
p l a s m a  s e m i n a l  o  l a  r e l a c i ó n  e n t r e  e l  v o l u m e n  d e l  p l a s m a  s e m i n a l  y  e l  n ú m e r o  d e  
e s p e r m a t o z o i d e   ( Brackett y Oliphant, 1975; Sirard y cols., 1985; Rosenkranz 
y Holzmann, 1997; Fukui y cols., 1988) .  
 
L a  c a p a c i t a c i ó n  e s p e m á t i c a  i n v o l u c r a  c a m b i o s  b i o q u í m i c o s  e n  l a s  
m e m b r a n a s  d e l  e s p e r m a t o z o i d e ,  l o  q u e  p e r m i t e  l a  r e a c c i ó n  a c r o s ó m i c a .  D u r a n t e  
é s t e  p r o c e s o ,  s e  p r o d u c e  e l  r e t i r o  d e l  m a t e r i a l  q u e  r e c u b r e  l a  r e g i ó n  a c r o s ó m i c a  
d e l  e s p e r m a t o z o i d e  d e j a n d o  l i b r e s  l o s  r e c e p t o r e s  q u e  i n t e r a c c i o n a n  c o n  l a s  
c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  y  l a  z o n a  p e l ú c i d a  d e l  o v o c i t o .  D e l  m i s m o  m o d o ,  s e  h a n  
d e s c r i t o  c a m b i o s  e n  l a s  p r o p i e d a d e s  d e  l a s  m e m b r a n a s  e s p e r m á t i c a s :  a u m e n t o  d e l  
p H  a c r o s o m a l ,  a l t e r a c i ó n  e n  l a  p r o p o r c i ó n  e n t r e  e l  c o l e s t e r o l  y  f o s f o l í p i d o s  y  
a u m e n t o  e n  l a  p e r m e a b i l i d a d  a l  c a l c i o  ( Yanagimachi, 1981) .   
 
P a r a  l a  c a p a c i t a c i ó n  d e  s e m e n  d e  t o r o  c o n g e l a d o ,  s e  e m p l e a n  c o m p o n e n t e s  
c o m o  l a  h e p a r i n a  ( Parrish y cols., 1986 y 1988; Whitfield y Parkinson, 1992; 
Saeky y cols., 1995) ,  e l  c a l c i o  ( Handrow y cols., 1989; Yang y cols., 1993; 
Whitfield y Parkinson, 1995) ,  c é l u l a s  d e l  e p i t e l i o  o v i d u c t a l  ( Guyader y 
Chupin, 1991) ,  f o s f o l í p i d o s  v a s o a c t i v o s  ( Parks y Hough, 1990) .  
 
H a  s i d o  a m p l i a m e n t e  d e s c r i t a ,  l a  e f e c t i v a  c a p a c i d a d  d e  u n i ó n  q u e  t i e n e  l a  
h e p a r i n a  y  l a  c o n c e n t r a c i ó n  ó p t i m a  d e  é s t a  p a r a  m a x i m i z a r  e l  g r a d o  d e  
f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  a l c a n z a d o  L a  h e p a r i n a ,  c a p a c i t a  a  l a s  c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s ,  
m e d i a n t e  e l  d e s p l a z a m i e n t o  d e  l a s  p r o t e í n a s  d e c a p a c i t a n t e s  d e  l a  m e m b r a n a  
p l a s m á t i c a  y  l a  e s t i m u l a c i ó n  d e  l a  a p e r t u r a  d e  l o s  c a n a l e s  d e  c a l c i o  ( First y 
Parrish, 1988; Leibfried-Rutledge y cols, 1989; Saeky y cols., 1995) .   
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D e l  m i s m o  m o d o ,  Niwa y Ohgoda ( 1 9 8 8 )  u t i l i z a n  e l  e f e c t o  s i n é r g i c o  d e  
2 0  mg / m l  d e  h e p a r i n a  y  1 0  n M  d e  c a f e í n a  e n  m e d i o  B . O .  s u p l e m e n t a d o  c o n  2 0  
m g  d e  B S A / m l ,  e n  l a  c a p a c i t a c i ó n  d e  s e m e n  d e  t o r o  c o n g e l a d o  y  l a v a d o  p o r  
c e n t r i f u g a c i ó n  2 0  m i n u t o s  a n t e s  d e l  c o c u l t i v o  c o n  l o s  o v o c i t o s .  L a  c o m b i n a c i ó n  
h e p a r i n a - c a f e í n a  i n c r e m e n t a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e l  n ú m e r o  d e  o v o c i t o s  p e n e t r a d o s  
e n  c o m p a r a c i ó n  a  l a  h e p a r i n a  y  c a f e í n a  u t i l i z a d a s  i n d i v i d u a l m e n t e .  
 
 
2.2.2.2.- Cocultivo de los ovocitos con las células espermáticas. 
 
 U n a  v e z  q u e  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  h a n  s i d o  l a v a d o s ,  s e l e c c i o n a d o s  y  
c a p a c i t a d o s ,  s e  r e a l i z a  e l  c o c u l t i v o  d e  e s t o s  c o n  l o s  o v o c i t o s  m a d u r a d o s  i n  v i t r o .  
 
 
2.2.2.2.1.- Medios empleados y tiempo de cocultivo. 
 
D e  a c u e r d o  a l  t r a b a j o  d e  r e v i s i ó n  r e a l i z a d o  p o r  Brackett y Zuelke ( 1 9 9 3 ) ,  
l a  m a y o r í a  d e  l a s  e x p e r i e n c i a s  l l e v a d a s  a  c a b o  e n  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  u t i l i z a n  
b á s i c a m e n t e  l o s  m e d i o s  T A L P  y  B . O .  p a r a  e l  l a v a d o  y  c a p a c i t a c i ó n  d e l  s e m e n .  A  
s u  v e z ,  e l  c o c u l t i v o  i n  v i t r o  d e l  s e m e n  c o n  l o s  o v o c i t o s  p u e d e  r e a l i z a r s e  e n  u n  
p e r i o d o  d e  t i e m p o  c o r t o  ( 6  a  8  h )  o  b i e n ,  u n  t i e m p o  l a r g o  ( 1 8  a  2 4  h . ) .  
 
E n  e l  t i e m p o  d e  c o c u l t i v o  c o r t o ,  e l  m e d i o  B . O .  s e  s u p l e m e n t a  c o n  3 . 8 8  
m g / m l  d e  c a f e í n a - b e n z o a t o  d e  s o d i o ,  0 . 0 2  m g / m l  d e  h e p a r i n a  s a l  s ó d i c a ,  2 0  
m g / m l  d e  B S A  ( l i b r e  d e  á c i d o s  g r a s o s ) ,  0 . 2  m g / m l  d e  p i r u v a t o  d e  s o d i o ,  y  1 . 8  
m g / m l  d e  l a c t a t o  d e  c a l c i o  ( Niwa y Ohgoda, 1988; Ohgoda y cols., 1988) .   
 
E n  t i e m p o  d e  c o c u l t i v o  l a r g o ,  s e  e m p l e a n  t r e s  m e d i o s  T A L P  d i f e r e n t e s  
s e g ú n  e l  m o m e n t o  e n  e l  q u e  s e  u t i l i c e n .   
- E l  m e d i o  S p - T A L P  s e  u t i l i z a  p a r a  e l  l a v a d o  d e l  s e m e n .   
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- E l  m e d i o  L w - T A L P  s e  u t i l i z a  p a r a  l a  m a n i p u l a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s .  
- E l  m e d i o  F e r t - T A L P  s e  u t i l i z a  p a r a  e l  c o c u l t i v o  d e  l o s  o v o c i t o s  c o n  l o s  
e s p e r m a t o z o i d e s .   
 
 L a  d i f e r e n c i a  e n t r e  e s t o s  t r e s  m e d i o s  (Sp, Lw y Fert - T A L P ) ,  r a d i c a  e n  e l  
c o n t e n i d o  d e  N a C l ,  N a H C O 3 ,  l a c t a t o ,  g l u c o s a ,  h i p o t a u r i n a  y  e p i n e f r i n a  ( Parrish 
y cols., 1988) .  A s i m i s m o ,  e l  m e d i o  d e  f e r t i l i z a c i ó n  F e r t - T A L P  s e  s u p l e m e n t a  c o n  
h e p a r i n a ,  h i p o t a u r i n a  y  e p i n e f r i n a  s i  l o s  o v o c i t o s  a  c o c u l t i v a r  s e  e n c u e n t r a n  
d e s p r o v i s t o s  d e  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  ( Del Campo, 1993) .  
 
R e c i e n t e m e n t e ,  Tajik y Niwa ( 1 9 9 8 )  i n f o r m a n  s o b r e  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  u n  
m e d i o  q u í m i c a m e n t e  d e f i n i d o  s u p l e m e n t a d o  c o n  p o l i v i n i l a l c o h o l  ( P V A )  p a r a  
c o c u l t i v a r  e l  s e m e n  c o n  l o s  o v o c i t o s  d u r a n t e  8  h .  E l  m e d i o  q u í m i c a m e n t e  
d e f i n i d o ,  e s  b á s i c a m e n t e  u n a  m e z c l a  d e  s a l e s  i n o r g á n i c a s ,  s u p l e m e n t a d a s  c o n  1  
m g  d e  P V A / m l ,  5  m M  d e  c a f e í n a  y  1 0  mg / m l  d e  h e p a r i n a .   
 
 
2.2.2.2.2.- Relación ovocitos/espermatozoides en el cocultivo. 
 
L a  r e l a c i ó n  o v o c i t o / e s p e r m a t o z o i d e s  e s  i m p o r t a n t e  d u r a n t e  l a  f e r t i l i z a c i ó n  
i n  v i t r o .  D e  e s t e  m o d o ,  h a  p o d i d o  e s t a b l e c e r s e  q u e  s i  e l  n ú m e r o  d e  c é l u l a s  
e s p e r m á t i c a s  e s  d e m a s i a d o  b a j a  e n  r e l a c i ó n  c o n  e l  n ú m e r o  d e  o v o c i t o s ,  
o b t e n d r e m o s  p o b r e s  r e s u l t a d o s  d e  f e r t i l i z a c i ó n .  S i  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  e l  n ú m e r o  d e  
c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s  e s  d e m a s i a d o  a l t o  s e  p r o d u c e n  f e n ó m e n o s  d e  p o l i s p e r m i a  
( First y Parrish, 1987; Saeki y cols., 1995) .   
 
 I n d e p e n d i e n t e m e n t e  d e l  m e d i o  d e  f e r t i l i z a c i ó n  u t i l i z a d o ,  l a  m a y o r  p a r t e  d e  
l o s  p r o t o c o l o s  d e  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  u t i l i z a n  e n t r e  0 . 5  y  1 . 5  x  1 0 6  c é l u l a s  
e s p e r m á t i c a s / m l  y  e l  c o c u l t i v o  c o n  l o s  o v o c i t o s  m a d u r a d o s  i n  v i t r o ,  s e  l l e v a  a  
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c a b o  e n  m i c r o g o t a s  d e  5 0  ml ,  q u e  c o n t i e n e n  e n t r e  5  y  4 0  o v o c i t o s  ( Xu y cols., 
1987; Younis y cols., 1989; Fukui, y cols., 1991; Ling y Lu, 1990; Saeki y 
cols, 1995) .   
 
R e f e r e n t e  a l  n ú m e r o  d e  o v o c i t o s ,  Ling y Lu ( 1 9 9 0 )  e m p l e a n  h a s t a  5 0  
o v o c i t o  p o r  c a d a  m i c r o g o t a  d e  5 0  ml  d e  i n s e m i n a c i ó n .  S i n  e m b a r g o ,  l a  
p r o p o r c i ó n  d e  b l a s t o c i s t o s  o b t e n i d o s  d i s m i n u y e  s i  l a  c o n c e n t r a c i ó n  e s p e r m á t i c a  
e s  s u p e r i o r  a  1 . 6  x  1 0 6   c é l u l a s  / m l .  
 
Cox y cols. ( 1 9 9 3 )  y  Zhang y cols. ( 1 9 9 5 )  i n f o r m a n  q u e  l a  p r e s e n c i a  d e  
l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  e n  l o s  o v o c i t o s  c o c u l t i v a d o s  c o n  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s ,  
i n c r e m e n t a n  l o s  p o r c e n t a j e s  d e  f e r t i l i z a c i ó n .  E s t o s  i n c r e m e n t o s  s o n  d e b i dos a que 
e l  c ú m u l u s  i n d u c e  l o s  m e c a n i s m o s  d e  c a p a c i t a c i ó n  e s p e r m á t i c a ,  f a c i l i t a n d o  l a  
i n t e r a c c i ó n  d e l  e s p e r m a t o z o i d e  y  l a  s u p e r f i c i e  d e  l a  z o n a  p e l ú c i d a .   
 
Ball y cols. ( 1 9 8 3 )  y  Chian y cols. ( 1 9 9 4  y  1 9 9 5 )  o b t i e n e n  u n  e f e c t o  
p o s i t i v o  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  d e  l o s  o v o c i t o s ,  s o b r e  l a  f o r m a c i ó n  d e l  
p r o n ú c l e o  m a s c u l i n o  y  f e m e n i n o  y  e l  p o s t e r i o r  d e s a r r o l l o  d e  l o s  e m b r i o n e s  
o b t e n i d o s .  
 
 
2.2.2.2.3.- Condiciones medioambientales para el cocultivo         
in vitro de los ovocitos y los espermatozoides. 
 
D u r a n t e  e l  c o c u l t i v o  d e  l o s  o v o c i t o s  c o n  e l  s e m e n ,  l a s  c o n d i c i o n e s   
m e d i o a m b i e n t a l e s  s o n  s i m i l a r e s  a  l a s  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  ( Phillips, 1988) .  
 
L a  t e m p e r a t u r a  d e b e  m a n t e n e r s e  a  3 9 °C  c o n  o s c i l a c i o n e s  n o  s u p e r i o r e s  a  
0 . 5 °C .  L a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  C O 2  e n  a i r e  a l  5 % ,  e s  e s e n c i a l  p a r a  m a n t e n e r  e l  p H  
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d e l  m e d i o  d e  f e r t i l i z a c i ó n  e n  n i v e l e s  d e  7 . 4  a  7 . 8  y  l a  h u m e d a d  r e l a t i v a  d e b e  s e r  
s u p e r i o r  a l  9 9 %  ( Fukui y Ono, 1989; Younis y cols., 1989; Wang y cols., 
1992) .  
 
 
2.2.2.3.- Criterios empleados para determinar la fertilización. 
 
E n  g e n e r a l ,  s e  c o n s i d e r a  f e r t i l i z a d o  a  a q u e l  o v o c i t o  q u e  h a  e m i t i d o  e l  
s e g u n d o  c o r p ú s c u l o  p o l a r  y  s e  v i s u a l i z a n  l o s  p r o n ú c l e o s  m a s c u l i n o  y  f e m e n i n o  y  
l a  c o l a  e s p e r m á t i c a  ( Del Campo, 1993) .   
 
S i n  e m b a r g o ,  n o  s i e m p r e  e s  p o s i b l e  l a  v i s u a l i z a c i ó n  d e  t o d a s  l a s  
e s t r u c t u r a s  y  s e  p r o p o n e  l a  f o r m a c i ó n  d e  l a s  p r i m e r a s  b l a s t ó m e r a s  c o m o  c r i t e r i o  
( Shioya y cols. 1988; Fukui y Ono, 1989; Fukui, 1990) .  
 
 
 
2.3.- Desarrollo in vitro de cigotos y embriones bovinos. 
 
E n  e l  a ñ o  1 9 8 2 ,  Brackett o b t i e n e  e l  p r i m e r  t e r n e r o  n a c i d o  d e s p u é s  d e  
m a d u r a r  y  f e r t i l i z a r  i n  v i t r o  o v o c i t o s  d e  v a c a .  P o s t e r i o r m e n t e ,  o t r o s  a u t o r e s  
o b t u v i e r o n  t e r n e r o s  n a c i d o s  p r o v e n i e n t e s  d e  o v o c i t o s  m a d u r a d o s  y  f e r t i l i z a d o s   
i n  v i t r o  ( Hanada y cols., 1986; Sirard y cols., 1986; Lu y cols., 1987; Goto y 
cols., 1988) .  
 
A  p e s a r  d e  e s t o s  r e s u l t a d o s ,  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e  l o s  e m b r i o n e s  o b t e n i d o s  i n  
v i t r o  a  l a s  h e m b r a s  r e c e p t o r a s ,  s e  r e a l i z a  p o r  i m p l a n t a c i ó n  d e  e s t o s  e n  e l  o v i d u c t o  
p o r  m é t o d o  q u i r ú r g i c o  o  b i e n ,  m e d i a n t e  l a  t r a n s f e r e n c i a  t r a n s i t o r i a  a  o v i d u c t o s  d e  
h e m b r a s  r e c e p t o r a s  n o  e s p e c í f i c a s  c o m o  c o n e j a s  u  o v e j a s .  E s t o  e s  d e b i d o  a  q u e  
l a s  c o n d i c i o n e s  d e  c u l t i v o  i n  v i t r o  e m p l e a d a s ,  n o  p e r m i t e n  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  
R e v i s i ó n  b i b l i o g r á f i c a  
 28
d e  e m b r i o n e s  a  e s t a d i o s  m a s  a v a n z a d o s  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  ( Hanada y 
cols., 1986; Sirad y cols., 1986; Lu y cols., 1987; Goto y cols., 1988) .   
 
E n  l a  a c t u a l i d a d ,  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  s i s t e m a s  d e  c o c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  c i g o t o s  
c o n  c é l u l a s  d e  l a  g r a n u l o s a  u  o v i d u c t a l e s ,  o  b i e n ,  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  m e d i o s  d e  
d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  s i n t é t i c o s ,  p e r m i t e  o b t e n e r  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o s  a v a n z a d o s  
d e l  d e s a r r o l l o  ( m ó r u l a s ,  b l a s t o c i s t o s ) .  E l l o ,  p o s i b i l i t a  l a  c o n g e l a c i ó n  y  
t r a n s f e r e n c i a  a  l a s  h e m b r a s  r e c e p t o r a s  p o r  m é t o d o s  n o  q u i r ú r g i c o s .  D e  e s t e  
m o d o ,  l o s  i n t e n t o s  p o r  c o n t i n u a r  e l  p r o c e s o  g e s t a c i o n a l  i n  v i v o ,  d e  l o s  e m b r i o n e s  
p r o d u c i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  p e r m i t e n  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  e s t a  t e c n o l o g í a  e n  
l a  i n d u s t r i a  d e  l a s  t r a n s f e r e n c i a s  e m b r i o n a r i a s  ( Gordon y Lu, 1990; Niemann, 
1998 a) .  
 
 T r a d i c i o n a l m e n t e ,  l o s  m e d i o s  d e  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  e m p l e a d o s  p a r a  
c u l t i v a r  e m b r i o n e s  b o v i n o s ,  e m p e z a r o n  p o r  a d a p t a r s e  d e  l o s  e m p l e a d o s  e n  
e m b r i o n e s  d e  c o n e j o  y  r a t ó n  s e g ú n  Brackett y Zuelke ( 1 9 9 3 ) .  A u n q u e ,  l a s  
n e c e s i d a d e s  m e t a b ó l i c a s  d e  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  t a n t o  i n  v i v o  c o m o  i n  v i t r o  
s o n  d i f e r e n t e s  a  l a s  d e  l o s  r o e d o r e s  s e g ú n  l o  e s t a b l e c i d o  p o r  Rieger y cols. ( 1 9 8 8  
y  1 9 9 2 ) .   
 
E n  c o n t r a s t e  a  l o s  e m b r i o n e s  d e  r a t ó n ,  l o s  c u a l e s  n o  m e t a b o l i z a n  g l u c o s a  
d e s p u é s  d e l  e s t a d i o  d e  8  c é l u l a s ,  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  s o n  c a p a c e s  d e  
m e t a b o l i z a r  l a  g l u c o s a  d e s d e  e l  e s t a d i o  d e  2  c é l u l a s .  E s t e  m e t a b o l i s m o  s e  
i n c r e m e n t a  e n  e l  e s t a d i o  d e  8 - 1 6  c é l u l a s  y  d e  b l a s t o c i s t o  e x p a n d i d o  ( Brackett y 
Zuelke, 1993; Kim y cols., 1993 a) .  
 
 D e l  m i s m o  m o d o ,  h a n  s i d o  d e s c r i t a s  l a s  p a r t i c u l a r i d a d e s  e x i s t e n t e s  e n  e l  
m e t a b o l i s m o  d e  o t r a s  f u e n t e s  d e  e n e r g í a  t a l e s  c o m o  p i r u v a t o  o  g l u t a m i n a  p o r  
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p a r t e  d e  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  c u l t i v a d o s  i n  v i t r o  ( Rieger y cols., 1992) .  
Krisher y Bavister ( 1 9 9 8 )  i n f o r m a n  q u e  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  t i e n e n  
p r e f e r e n c i a  p o r  d e t e r m i n a d o s  s u b s t r a t o s  d e  e n e r g í a  y  a m i n o á c i d o s  y  s u  
m e t a b o l i s m o  n o  c u e n t a  e n  l a  o x i d a c i ó n  d e  l a  g l u c o s a  e n  e s t a d i o s  t e m p r a n o s  d e l  
d e s a r r o l l o .  
 
 
2.3.1.- Sistemas de cultivo n vitro de cigotos y embriones. 
 
E n  l a  a c t u a l i d a d  e x i s t e n  t r e s  s i s t e m a s  p a r a  e l  c u l t i v o  d e  l o s  c i g o t o s  
b o v i n o s  y  s u  p o s t e r i o r  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  h a s t a  e l  e s t a d i o  d e  b l a s t o c i s t o :  e l  
s i s t e m a  d e  c o c u l t i v o ,  e l  c u l t i v o  e n  m e d i o s  d e f i n i d o s  y  e l  c u l t i v o  e n  m e d i o s  
c o n d i c i o n a d o s  ( Fukui y cols., 1991; Nagao y cols., 1995; Hernandez-Ledezma 
y cols., 1996; Marquant-Leguienne y Humbolt, 1998) .  
 
El sistema de cocultivo i n c r e m e n t a  e l  p o r c e n t a j e  d e  c i g o t o s  q u e  l l e g a n  a l  
e s t a d i o  d e  b l a s t o c i s t o ,  e n  c o m p a r a c i ó n  a  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  m e d i o s  d e  c u l t i v o  
s o l a m e n t e  ( Aoyagi y cols., 1990; Hernandez-Ledezma y cols., 1996; 
Marquant-Leguienne y Humbolt, 1998) .  E s t e  s i s t e m a ,  u t i l i z a  d i f e r e n t e s  t i p o s  
c e l u l a r e s  p a r a  c o c u l t i v a r  c o n  l o s  c i g o t o s .  E s t o s  t i p o s  c e l u l a r e s  a p o r t a n  a  l o s  
c i g o t o s  b o v i n o s ,  l o s  e l e m e n t o s  n e c e s a r i o s  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  y la 
s u p e r a c i ó n  d e l  e s t a d o  d e  b l o q u e o  8 - 1 6  c é l u l a s  ( Eyestone y First, 1989; Weimer 
y cols., 1991; Katska y cols., 1995; Nagao y cols., 1995; Abe y Hoshi, 1997) .  
 
L o s  t i p o s  c e l u l a r e s  u t i l i z a d o s  s o n :  c é l u l a s  d e l  e p i t e l i o  o v i d u c t a l  ( B O E C )  
( Ellington y cols., 1990; Choi y cols., 1991; Behboodi y cols., 1992; Xu y cols., 
1992; Walter, 1995; Edwards y cols., 1997) ,  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  ( Goto y cols., 
1988; Behboodi y cols., 1992; Zhang y cols., 1995) ,  c é l u l a s  d e  l a  g r a n u l o s a  
( Fukui y Ono, 1989; Durnford y cols., 1994) ,  m o n o c a p a  d e  c é l u l a s  u t e r i n a s  
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( Voelkel y Hu, 1 9 9 2 )  o  b i e n ,  l í n e a s  c e l u l a r e s  d e f i n i d a s  t a l e s  c o m o  B R L  ( b u f f a l o  
c e l l  l i v e r  r a t )  ( Farin y cols., 1997) y Vero  ( Peynot y cols., 1996) .  O t r o s  a u t o r e s ,  
h a n  c o c u l t i v a d o  c i g o t o s  b o v i n o s  c o n  v e s í c u l a s  t r o f o b l á s t i c a s  ( Camous y cols., 
1984; Heyneman y cols., 1987; Aoyagi y cols., 1990) .  
 
P a r a  e l  c u l t i v o  d e  l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  c e l u l a r e s  s e  e m p l e a n  g e n e r a l m e n t e  
d o s  m e d i o s  d i f e r e n t e s :  T C M - 1 9 9  o  M e n e z o ' s  B 2 .  E l  m e d i o  M e n e z o ' s  B 2  h a  
d e m o s t r a d o  s e r  s u p e r i o r  e n  e l  c o c u l t i v o  c o n  c é l u l a s  B R L  q u e  e l  m e d i o  T C M - 1 9 9  
( Farin y cols., 1997) .  S i n  e m b a r g o ,  o t r o s  e s t u d i o s  d e m u e s t r a n  q u e  c u a n d o  s e  
u t i l i z a n  e n  s i s t e m a  d e  c o c u l t i v o  c o n  c é l u l a s  B O E C  n o  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  e n t r e  
l o s  d o s  m e d i o s  ( Thibodeaux y cols., 1992; Xu y cols., 1992; Semple y cols., 
1993) .   
 
Bavister ( 1 9 9 5 )  d e s c r i b e  u n  e f e c t o  n e g a t i v o  y  u n  e f e c t o  p o s i t i v o ,  q u e  e j e r c e  
e l  c o c u l t i v o  s o b r e  e l  d e s a r r o l l o  d e l  e m b r i ó n .  E l  e f e c t o  n e g a t i v o  v i e n e  
d e t e r m i n a d o  p o r  l a  m o d i f i c a c i ó n  e n  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  c i e r t o s  c o n s t i t u y e n t e s  
e s e n c i a l e s ,  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e l  e m b r i ó n  p o r  p a r t e  d e  l a s  c é l u l a s  
s o m á t i c a s .  P o r  o t r a  p a r t e ,  e l  e f e c t o  p o s i t i v o  r a d i c a r í a  e n  q u e  l a s  c é l u l a s  s o m á t i c a s  
p r o d u c e n  y  l i b e r a n  c i e r t o s  f a c t o r e s  d e  c r e c i m i e n t o  q u e  c o n t r i b u y e n  a l  d e s a r r o l l o  
d e l  e m b r i ó n .  
 
 
2.3.1.1.- Preparación de las células BOEC (células oviductales). 
 
 E l  s i s t e m a  d e  c o c u l t i v o  c o n  c é l u l a s  B O E C ,  r e q u i e r e  d e  l a  p r e v i a  
p r e p a r a c i ó n  d e  e s t a s  c é l u l a s  a n t e s  d e l  c o c u l t i v o  c o n  l o s  c i g o t o s .  E s t a s  c é l u l a s  
d e b e n  s e r  p r e p a r a d a s  4 8  h .  a n t e s  d e l  c o c u l t i v o  ( Del Campo, 1993) .  L a s  c é l u l a s  
B O E C  s o n  o b t e n i d a s  d e  o v i d u c t o s  d e  m a t a d e r o .  E n  g e n e r a l ,  s e  c o n s i d e r a n  a p t o s  
a q u e l l o s  o v i d u c t o s  c u y o  o v a r i o  i p s i l a t e r a l  p r e s e n t e  c u e r p o  h e m o r r á g i c o ,  f o l í c u l o s  
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m a d u r o s  y  e n  a u s e n c i a  d e  c u e r p o  l ú t e o  ( Eyestone y First, 1989; Aoyagi y cols., 
1990; Choi y cols., 1991; Behboodi y cols., 1992; Xu y cols., 1992; Durnford y 
cols., 1994; Katska y cols., 1995; Walter, 1995; Edwards y cols., 1997) .   
 
E l  t r a n s p o r t e  d e  l o s  o v i d u c t o s  o b t e n i d o s ,  p u e d e  r e a l i z a r s e  e n  m e d i o  P B S  
s u p l e m e n t a d o  c o n  S F B  y  a n t i b i ó t i c o s  a  2 5  o  3 0 °C ( Eyestone y First, 1989) .  
O t r o s  a u t o r e s ,  i n d i c a n  q u e  e l  t r a n s p o r t e  p u e d e  r e a l i z a r s e  c o l o c a n d o  l o s  o v i d u c t o s  
s o b r e  h i e l o ,  s i n  q u e  e l l o  a f e c t e  l o s  r e s u l t a d o s  ( Durnford y cols., 1994) .  E n  
p r i n c i p i o ,  l a  v e n t a j a  d e l  s e g u n d o  m é t o d o  r a d i c a  e n  q u e  e l  t r a n s p o r t e  a  b a j a s  
t e m p e r a t u r a s  d i s m i n u y e  l o s  í n d i c e s  d e  c o n t a m i n a c i ó n  d u r a n t e  e l  c u l t i v o  ( Del 
Campo, 1993) .  
 
E n  e l  l a b o r a t o r i o ,  e x i s t e n  d i f e r e n t e s  m e t o d o l o g í a s  p a r a  l a  o b t e n c i ó n  d e  l a s  
c é l u l a s  B O E C  d e  l o s  o v i d u c t o s .  P r e v i a  s e p a r a c i ó n  d e  l o s  t e j i d o s  d e  s o s t é n ,  l a s  
c é l u l a s  s e  e x t r a e n  p o r  c o m p r e s i ó n  d e l  o v i d u c t o  c o n  u n a  p i n z a ,  o  p o r  c o m p r e s i ó n  
e n t r e  2  p o r t a o b j e t o s  d e  v i d r i o  ( Choi y cols., 1991; Del Campo, 1993). El 
p r o d u c t o  o b t e n i d o ,  e s  p a s a d o  a  t r a v é s  d e  u n a  a g u j a  f i n a  ( 2 1 - g ) ,  a  e f e c t o s  d e  
s e p a r a r  c o n v e n i e n t e m e n t e  l a s  c é l u l a s .  E s t a s  c é l u l a s  s o n  p o s t e r i o r m e n t e  l a v a d a s  
p o r  c e n t r i f u g a c i ó n ,  y  c u l t i v a d a s  e n  u n a  c o n c e n t r a c i ó n  1 : 2 0  ( v / v )  e n  c á m a r a  d e  
c u l t i v o  a  3 9  °C  y  5 %  d e  C O 2  e n  a i r e  d u r a n t e  4 8  h .  ( Aoyagi y cols., 1990; 
Behboodi y cols., 1992; Xu y cols., 1992; Walter, 1995; Edwards y cols., 
1997) .  
 
 D e  a c u e r d o  a  l o s  d i f e r e n t e s  a u t o r e s ,  e l  m e d i o  e n  q u e  s o n  c u l t i v a d a s  e s t a s  
c é l u l a s  p u e d e  s e r  M e n e z o ' s  B 2  o  T C M - 1 9 9 ,  s u p l e m e n t a d o  c o n  a n t i b i ó t i c o s  y  
S V C .  N o  s e  h a n  r e p o r t a d o  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  m e d i o s  d e  c u l t i v o  
m e n c i o n a d o s  y  l a  c a l i d a d  d e l  c u l t i v o  p r o d u c i d o  ( Aoyagi y cols., 1990; Choi y 
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cols., 1991; Behboodi y cols., 1992; Xu y cols., 1992; Walter, 1995; Edwards 
y cols., 1997) .  
 
 O t r o s  a u t o r e s  i n f o r m a n  s o b r e  l a  p r e p a r a c i ó n  d e  m o n o c a p a s  d e  c é l u l a s  
B O E C .  E s t e  t i p o  d e  p r e p a r a c i ó n  e s  b á s i c a m e n t e  s i m i l a r ,  a u n q u e  e l  m e d i o  d e  
l a v a d o  d e  l o s  o v i d u c t o s  c o n t i e n e  t r i p s i n a  y  E D T A  y  u n  n ú m e r o  d e t e r m i n a d o  d e  
c é l u l a s  B O E C  s o n  c o l o c a d a s  e n  l a s  p l a c a s  d e  c u l t i v o  ( 2 - 3  x  1 0 6  c é l u l a s / m l ) .  E n  
e s t e  s i s t e m a  l a  p r e p a r a c i ó n  s e  d e b e  r e a l i z a r  2  o  3  d í a s  a n t e s  d e l  c o c u l t i v o  c o n  l o s  
c i g o t o s ,  t i e m p o  r e q u e r i d o  p a r a  q u e  l a  m o n o c a p a  d e  c é l u l a s  B O E C  s e  f o r m e  
( Ellington y cols.,1990; Katska y cols., 1995) .
 
C o m o  y a  h e m o s  c i t a d o ,  l o s  t i p o s  c e l u l a r e s  e m p l e a d o s  e n  e l  s i s t e m a  d e  
c o c u l t i v o ,  p r o d u c e n  e l e m e n t o s  e m b r i o - t r ó f i c o s  y  e m b r i o - t ó x i c o s  q u e  d i f i c u l t a n  l a  
d e f i n i c i ó n  d e  l o s  r e q u e r i m i e n t o s  d e l  e m b r i ó n  e  i m p i d e n  e l  c l a r o  e n t e n d i m i e n t o  
d e l  m e t a b o l i s m o  d e  l o s  e m b r i o n e s  e n  e s t u d i o s  e s p e c í f i c o s  ( Eyestone y First, 
1989) .  
 
E s  p o r  e l l o ,  q u e  s e  h a n  d e s a r r o l l a d o  l o s  d e n o m i n a d o s  s i s t e m a s  d e  c u l t i v o  
d e f i n i d o s ,  e n  q u e  e l  m e d i o  d e  c u l t i v o  s e  p r e p a r a  a  p a r t i r  d e  c o m p o n e n t e s  
q u í m i c o s  p e r f e c t a m e n t e  d e f i n i d o s  ( Thompson, 1996) .  
 
  El s i s t e m a  d e  cultivo con medios definidos i n c l u y e  a  l o s  m e d i o s  S O F ,  
S O F M ;  C R 1 a ,  C Z B ,  m T L P - PVA y KSOM  ( Kim y cols., 1993 b; Carolan y 
cols., 1995; Keskintepe y cols., 1995; Lee y Fukui, 1995; Keskintepe y 
Brackett, 1996; Palasz, 1996; Takahashi, y cols., 1996) .   
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E s t o s  m e d i o s  e l i m i n a n  l a  v a r i a b i l i d a d  d e  l o s  r e s u l t a d o s ,  l a  u t i l i z a c i ó n  e x t r a  
d e  s u b p r o d u c t o s  d e  o r i g e n  a n i m a l  y  t i e n d e n  a  s i m p l i f i c a r  l o s  s i s t e m a s  d e  c u l t i v o  
( Carolan y cols., 1995; Marquant- Leguienne y Humbolt, 1998) .  
 
O t r o  d e  l o s  s i s t e m a s  u t i l i z a d o s  e s  e l  cultivo en medios condicionados.  E l   
m e d i o  d e  c u l t i v o  c o n d i c i o n a d o ,  e s  a q u e l  q u e  h a  s i d o  u t i l i z a d o  e n  e l  c u l t i v o  d e  
o t r o s  t i p o s  c e l u l a r e s .  D e  e s t e  m o d o ,  l a s  c é l u l a s  p r e v i a m e n t e  c u l t i v a d a s ,  l i b e r a n  a l  
m e d i o  s u s t a n c i a s  e m b r i o t r ó f i c a s  ( E G F ,  b F G F ,  I G F - II y TGF - b )  q u e  f a v o r e c e n  e l  
d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s  ( Voelkel y cols., 1985; Eyestone y First, 
1989; Kobayashi y cols., 1992; Vansteenbrugge y cols., 1994 
 
 
2.3.2.- Criterios de evaluación y cinética del desarrollo 
embrionario. 
 
L a  e f i c i e n c i a  d e  u n  s i s t e m a  d e  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s ,  
p u e d e  s e r  e x p r e s a d a  e n  l o s  s i g u i e n t e s  t é r m i n o s :  p o r c e n t a j e  d e  o v o c i t o s  q u e  
a l c a n z a n  e l  e t a d i o  d e  2  c é l u l a s  ( c l i v a d o s ) ;  p o r c e n t a j e  d e  c i g o t o s  q u e  s u p e r a n  e l  
e s t a d i o  d e  8 - 1 6  c é l u l a s  ( b l o q u e o ) ;  p o r c e n t a j e  d e  c o m p a c t a c i ó n  e n  e l  e s t a d i o  d e  
m ó r u l a ;  p o r c e n t a j e  d e  e m b r i o n e s  q u e  e v i d e n c i a n  f o r m a c i ó n  d e l  b l a s t o c e l e ;  y  
e c l o s i ó n  e n  e l  e s t a d i o  d e  b l a s t o c i s t o  ( Xu y cols., 1992) .  
 
E s t o s  t é r m i n o s  d e  e f i c i e n c i a ,  a  s u  v e z ,  s o n  t o m a d o s  c o m o  c r i t e r i o s  d e  
e v a l u a c i ó n ,  y  s e  e x p r e s a n  c o m o  l a  c a n t i d a d  d e  e m b r i o n e s  o b s e r v a d o s  e n  u n  
e s t a d i o  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  d e t e r m i n a d o ,  e n  r e l a c i ó n  a  l o s  o v o c i t o s  
c o c u l t i v a d o s  c o n  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s ;  o  b i e n ,  e n  r e l a c i ó n  a  l a  c a n t i d a d  d e  
o v o c i t o s  “ c l i v a d o s ” .  A  s u  v e z ,  e s t a  r e l a c i ó n ,  e s t á  v i n c u l a d a  y  r e l a c i o n a d a  c o n  e l  
t i e m p o  t r a n s c u r r i d o  d e s d e  e l  c o c u l t i v o  d e  l o s  o v o c i t o s  c o n  l a s  c é l u l a s  
e s p e r m á t i c a s  ( Van Soom y cols., 1992; Xu, y cols., 1992) .  
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Barnes y Eyestone ( 1 9 9 0 )  s u g i e r e n  q u e  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  
p r o d u c i d o s  i n  v i t r o ,  p r e s e n t a n  u n a  e v o l u c i ó n  m á s  l e n t a  e n  e l  d e s a r r o l l o  
e m b r i o n a r i o  c o n  r e s p e c t o  a  l o s  e m b r i o n e s  g e n e r a d o s  i n  v i v o .  E s t e  d i f e r e n t e  
c o m p o r t a m i e n t o ,  s e  m a n i f i e s t a  e s p e c i a l m e n t e  d e s p u é s  q u e  l o s  e m b r i o n e s  
p r o d u c i d o s  i n  v i t r o  a l c a n z a n  e l  e s t a d i o  d e  8  c é l u l a s .  
 
P o s t e r i o r m e n t e ,  Grisart y cols. ( 1 9 9 6 )  c o m p r u e b a n  q u e  e x i s t e  u n  r e t r a s o  
d e  e n t r e  3 0  y  4 0  h .  e n  l a  a p a r i c i ó n  d e  l o s  e s t a d i o s  d e  8 - 1 6  c é l u l a s ,  m ó r u l a  y  
b l a s t o c i s t o  e n  e m b r i o n e s  p r o d u c i d o s  y  c u l t i v a d o s  i n  v i t r o  e n  c o m p a r a c i ó n  a  l o s  
p r o d u c i d o s  i n  v i v o . D e l  m i s m o  m o d o ,  s e  i n d i c a  q u e  l a s  c o n d i c i o n e s  d e  c u l t i v o  i n  
v i t r o  p u e d e n  t e n e r  i n f l u e n c i a  e n  3  e t a p a s  c r i t i c a s  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o :  a )  l a  
t r a n s m i s i ó n  d e l  c o n t r o l  m a t e r n a l  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  a l  c i g o t o ;  b )  l a  
c o m p a c t a c i ó n  d e l  e m b r i ó n  e n  e l  e s t a d i o  d e  m ó r u l a  y  c )  f o r m a c i ó n  d e l  b l a s t o c i s t o .  
 
D i v e r s o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  a c e r c a  d e  l a  c i n é t i c a  d e l  d e s a r r o l l o  
e m b r i o n a r i o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p r o d u c i d o s  i n  v i t r o  y  u t i l i z a n  d i f e r e n t e s  
c o n d i c i o n e s  y  m e d i o s  d e  c u l t i v o  p a r a  l a  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  d e  l o s  
o v o c i t o s  y  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s .  A  p e s a r  d e  e l l o ,  e l  e s t u d i o  d e  l a  
c i n é t i c a  e n  e l  d e s a r r o l l o  d e  e m b r i o n e s  p r o d u c i d o s  i n  v i t r o  e n  d i f e r e n t e s  
c o n d i c i o n e s  y  m e d i o s  d e  c u l t i v o ,  n o  a r r o j a  i m p o r t a n t e s  v a r i a c i o n e s  e n t r e  s í  e n  
f u n c i ó n  d e l  t i e m p o  t r a n s c u r r i d o  d e s d e  l a  i n s e m i n a c i ó n  ( Barnes y First, 1991; 
Pollard y cols., 1991; Van Soom y cols., 1992; Xu, y cols., 1992; Grisart y 
cols. , 1996; Keskintepe y Brackett, 1996) .  
 
D e  e s t e  m o d o ,  e n  f u n c i ó n  d e  l a s  h o r a s  t r a n s c u r r i d a s  d e s d e  e l  c o c u l t i v o  c o n  
l a s  c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s  p o d e m o s  e s t a b l e c e r ,  l a  s i g u i e n t e  d i s t r i b u c i ó n  d e l  
d e s a r r o l l o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s ,  p r o d u c i d o s  i n  v i t r o :  e n  e s t a d i o  d e  2  c é l u l a s  ( 3 0 -
4 0  h ) ;  e n  e s t a d i o  d e  4  c é l u l a s  ( 4 0 - 5 0  h ) ;  e n  e s t a d i o  d e  8  c é l u l a s  ( 5 0 - 7 0  h ) ;  e n  
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e s t a d i o  d e  8  a  1 6  c é l u l a s  ( 6 0 - 9 0  h ) ;  e n  e s t a d i o  d e  1 6  a  3 2  c é l u l a s  ( 8 0 - 1 1 0  h ) ,  y  e n  
e s t a d i o  d e  m a s  d e  3 2  c é l u l a s  a  m ó r u l a  c o m p a c t a  ( 1 1 0 - 1 4 0  h )  ( Xu y cols., 1992; 
Van Soom y cols., 1997; Graisart y cols., 1994) .  
 
 
2.3.3.- Condiciones medioambientales para el cultivo in vitrode 
los cigotos y embriones bovinos. 
 
L a s  c o n d i c i o n e s  m e d i o a m b i e n t a l e s  ( t e m p e r a t u r a ,  a t m ó s f e r a  g a s e o s a ,  p H  y  
o s m o l a r i d a d )  p a r a  e l  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  l o s  c i g o t o s  y  e m b r i o n e s  s o n  c o n s i d e r a d a s  
i m p o r t a n t e s ,  p a r a  e l  n o r m a l  d e s a r r o l l o  e n  l a  e s p e c i e  b o v i n a  ( Phillips, 1988; Del 
Campo, 1993) .   
 
L a  t e m p e r a t u r a  ó p t i m a  p a r a  e l  a d e c u a d o  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  e s  d e  3 9 °C .  L a  
c o n c e n t r a c i ó n  d e l  5 %  d e  C O 2  e n  a i r e ,  p e r m i t e  m a n t e n e r  e l  p H  d e l  m e d i o  d e  
d e s a r r o l l o  a  7 . 2  o  7 . 4  y  l a  o s m o l a r i d a d  d e b e  v a r i a r  e n  v a l o r e s  c o m p r e n d i d o s  e n t r e  
2 6 0  y  3 0 0  m O s M .  ( Phillips, 1988; Del Campo, 1993; Bavister, 1995) .  
 
 
 
2.4.- Sexado de embriones. 
 
E n  l a s  e s p e c i e s  d e  i n t e r é s  z o o t é c n i c o ,  l a  p o s i b i l i d a d  d e  i d e n t i f i c a r  e l  s e x o  
d e  l o s  e m b r i o n e s  r e v i s t e  u n a  g r a n  i m p o r t a n c i a  e c o n ó m i c a .  P o r  e l l o ,  s e  h a n  
r e a l i z a d o  n u m e r o s o s  e s t u d i o s  q u e  i n c l u y e n  d i f e r e n t e s  m e t o d o l o g í a s  c o n  u n a  
a m p l i a  v a r i a b i l i d a d  e n  l o s  r e s u l t a d o s  ( Jafar y Flint, 1996) .  
 
D e  e s t e  m o d o ,  l a  p o s i b i l i d a d  d e  s e l e c c i o n a r  l o s  e m b r i o n e s  y  m o d i f i c a r  l a  
r e l a c i ó n  s e x u a l  n a t u r a l  d e  l a s  c r í a s  n a c i d a s  ( 1 : 1 ) ,  e s  p o t e n c i a l m e n t e  i m p o r t a n t e  
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p a r a  l o s  s i s t e m a s  p r o d u c t i v o s  e n  l a  e s p e c i e  b o v i n a .  E n  e s t e  s e n t i d o ,  l a  
d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  t i e n e  a l  m e n o s  d o s  b u e n a s  r a z o n e s  p a r a  p o n e r s e  e n  
p r á c t i c a :  1 )  a u m e n t a r  e l  n ú m e r o  d e  c r í a s  d e l  s e x o  d e s e a d o ,  y  2 )  d i s m i n u i r  e l  c o s t o  
d e  l a s  h e m b r a s  r e c e p t o r a s  e n  l a s  t r a n s f e r e n c i a s  e m b r i o n a r i a s  ( White y cols., 
1982; Anderson, 1987; Van Vliet y cols., 1989; Macháti y cols., 1993; Jafar y 
Flint, 1996) .  
 
 
 2.4.1.- Métodos para el sexado de embriones. 
 
E n  g e n e r a l ,  l o s  m é t o d o s  q u e  h a n  p e r m i t i d o  m o d i f i c a r  l a  p r o p o r c i ó n  s e x u a l  
d e  l a s  c r í a s  n a c i d a s  p o d r í a m o s  d i v i d i r l o s  e n  2  c a t e g o r í a s  ( Avery y cols., 1989 y 
1992; Van Vliet y cols., 1989; Mc. Laren, 1991; Jafar y Flint, 1996) .  
 
 1-. M é t o d o s  invasivos d o n d e  i n c l u i m o s  e l  a n á l i s i s  c i t o g e n é t i c o ;  
h i b r i d a c i ó n  c o n  s o n d a s  d e  A D N  e s p e c í f i c a s  p a r a  e l  c r o m o s o m a  Y  y  l a  
r e a c c i ó n  e n  c a d e n a  d e  l a  p o l i m e r a s a  ( P C R ) .  
 
 2.- M é t o d o s  no invasivos q u e  i n c l u y e n  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e  e n z i m a s  
l i g a d a s  a l  c r o m o s o m a  X ;  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  a n t í g e n o s  e s p e c í f i c o s  d e l  
s e x o  ( a n t í g e n o  H - Y )  y  l a  d i f e r e n c i a  d e  d e s a r r o l l o  e n t r e  e m b r i o n e s  
m a c h o s  y  h e m b r a s .  
 
 
2.4.1.1.- Métodos invasivos. 
 
L o s  m é t o d o s  invasivos,  r e q u i e r e n  d e  l a  t o m a  d e  m u e s t r a s  d e  l o s  
e m b r i o n e s  a  s e x a r .  E s t a s  m u e s t r a s  p u e d e n  s e r  c é l u l a s  e m b r i o n a r i a s  p r o p i a m e n t e  
d i c h a s  o  c é l u l a s  d e l  t r o f o b l a s t o  ( Jafar y Flint, 1996) .  
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2.4.1.1.1.-Toma de muestras para el sexado de embriones. 
 
L a s  d i f e r e n t e s  t é c n i c a s  e n u n c i a d a s  e n  l o s  m é t o d o s  i n v a s i v o s ,  r e q u i e r e n  d e  
l a  t o m a  d e  m u e s t r a s  e n  l o s  e m b r i o n e s  a  s e x a r .  A  t a l  f i n ,  l a  l i t e r a t u r a  c o n s u l t a d a  
c i t a  d i v e r s a s  m e t o d o l o g í a s  y  e s t a d i o s  e m b r i o n a r i o s .  
 
A. -  M u e s t r a s  c e l u l a r e s  o b t e n i d a s  d e l  t r o f o b l a s t o  d e  e m b r i o n e s  e n  l o s  d í a s  
1 2  a  1 5 .   
 
M e d i a n t e  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  e s t e  m é t o d o ,  e s  p o s i b l e  o b t e n e r  u n  e l e v a d o  
n ú m e r o  d e  c é l u l a s  q u e  p u e d e n  s e r  s e x a d a s .   
 
Betteridge ( 1 9 8 9 )  s e x ó  e l  6 8 %  d e  3 5 3  e m b r i o n e s  b i o p s i a d o s  y  s o l a m e n t e  
e l  3 3 %  d e  e l l o s ,  r e s u l t a r o n  e n  g e s t a c i o n e s .  E l  p r i n c i p a l  i n c o n v e n i e n t e  d e  e s t e  
p r o c e d i m i e n t o ,  s e  g e n e r a  e n  e l  m o m e n t o  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  e n  q u e  s o n  
t o m a d a s  l a s  m u e s t r a s .  E n  l o s  d í a s  1 2  a  1 5 ,  l o s  e m b r i o n e s  s e  e n c u e n t r a n  e n  e s t a d i o  
d e  b l a s t o c i s t o  e c l o s i o n a d o .  E n  e s t e  e s t a d i o ,  l o s  e m b r i o n e s  n o  p u e d e n  s e r  
c o n g e l a d o s .  D e  e s t e  m o d o ,  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e b e  r e a l i z a r s e  e n  e l  m o m e n t o ,  y  e l  
t i e m p o  r e q u e r i d o  p a r a  e l  a n á l i s i s  d e  l o s  e m b r i o n e s  h a c e  p o c o  p r o b a b l e  e l  s e x a d o  
y  l a  t r a n s f e r e n c i a  e l  m i s m o  d í a  ( Hare y cols., 1976; King, 1984) .   
 
B . -  O b t e n c i ó n  d e  c é l u l a s  a  t r a v é s  d e  b i o p s i a s  d e  e m b r i o n e s  e n  l o s  d í a s  6  a  
7 .   
 
 P a r a  e l l o ,  e l  e m b r i ó n  e s  s u j e t a d o  c o n  u n a  p i p e t a  d e  v i d r i o  m o n t a d a  e n  u n  
m i c r o m a n i p u l a d o r .  S e g u i d a m e n t e ,  l a  m u e s t r a  d e  c é l u l a s  s e  o b t i e n e  c o n  l a  
u t i l i z a c i ó n  d e  u n a  s e g u n d a  p i p e t a  d e  v i d r i o ,  m e d i a n t e  l a  s u c c i ó n  d e  u n a  m í n i m a  
c a n t i d a d  d e  b l a s t ó m e r a s  ( Herr y Reed, 1991; Han y cols., 1993; Kirkpatrick y 
Monson, 1993; Gutierrez y cols., 1995) .  
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E s t e  m o m e n t o  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  ( d í a  6  a  7 )  c o i n c i d e  c o n  e l  
t i e m p o  e n  q u e  l o s  e m b r i o n e s  p u e d e n  s e r  c o l e c t a d o s ,  c o n g e l a d o s  y  t r a n s f e r i d o s  e n  
l a s  h e m b r a s  r e c e p t o r a s  ( King, 1984) .   
 
D e s p u é s  d e  l a  t o m a  d e  8  a  1 0  c é l u l a s  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  e n  e s t a d i o  d e  
m ó r u l a ,  Moustafa y cols ( 1 9 7 8 )  i n f o r m a n  q u e  s o l a m e n t e  p u e d e n  s e r  s e x a d o s  e l  
5 9 %  d e  l o s  e m b r i o n e s  e s t u d i a d o s .  S i n  e m b a r g o ,  l a  v e n t a j a  d e  e s t a  s e g u n d a  
a l t e r n a t i v a ,  r a d i c a  e n  q u e  e l  t i e m p o  n e c e s a r i o  p a r a  e l  s e x a d o  n o  e s  c r í t i c o ,  d e b i d o  
a  q u e  l o s  e m b r i o n e s  p u e d e n  s e r  c o n g e l a d o s  a n t e s  d e  s e r  t r a n s f e r i d o s .   
 
L a  u t i l i z a c i ó n  d e  e s t e  p r o c e d i m i e n t o  e n  e l  m é t o d o  d e  a n á l i s i s  c i t o g e n é t i c o ,  
p r e s e n t a  c o m o  i n c o n v e n i e n t e ,  e l  a n á l i s i s  c i t o g e n é t i c o  e n  s í ,  d e b i d o  a  l a  p o c a  
c a n t i d a d  d e  c é l u l a s  o b t e n i d a s  e n  l a  b i o p s i a  d e  l o s  e m b r i o n e s .  L a s  b i o p s i a s  
r e a l i z a d a s  e n  e m b r i o n e s  d e  l o s  d í a s  6  o  7 ,  n o  p e r m i t e n  o b t e n e r  u n  n ú m e r o  
e l e v a d o  d e  c é l u l a s  s i n  q u e  e l l o  i m p l i q u e  p o n e r  e n  r i e s g o  l a  v i a b i l i d a d  d e l  
e m b r i ó n .  D e  t a l  f o r m a ,  l a s  c é l u l a s  o b t e n i d a s ,  n o  a l c a n z a n  p a r a  g e n e r a r  s u f i c i e n t e s  
m e t a f a s e s  p a r a  e l  d i a g n ó s t i c o  c i t o g e n é t i c o  ( King, 1984) .   
 
L a  u t i l i z a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a  d e  b i o p s i a d o  p o r  a s p i r a c i ó n ,  c a u s a  u n  t r a u m a  
e n  l o s  e m b r i o n e s .  S i n  e m b a r g o ,  s e  h a  c o m p r o b a d o  q u e  e s t a  a c c i ó n  n o  c a u s a  
a l t e r a c i ó n  e n  e l  p o s t e r i o r  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s  ( Macháty y cols, 
1993; Bredbacka y cols., 1995; Gutierrez y cols., 1995) .  
 
C . -  P a r t i c i ó n  d e  e m b r i o n e s  d e  l o s  d í a s  6  a  7 .   
 
L a  m u e s t r a  d e  c é l u l a s  e m b r i o n a r i a s ,  s e  o b t i e n e  p o r  p a r t i c i ó n  d e l  e m b r i ó n  
e n  m i t a d e s  o  e n  c u a r t o s .  E n  c a s o  d e  u t i l i z a r s e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  b l a s t o c i s t o  
l a  m u e s t r a  s e  t o m a  d e  c é l u l a s  d e l  t r o f o b l a s t o .  D e  e s t a  f o r m a ,  u n a  d e  l a s  p a r t e s  
p u e d e  c o n g e l a r s e  y  l a  o t r a  e s  u t i l i z a d a  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  ( Van Vliet 
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y cols., 1989; Kuznetsov, 1991; Hochman y cols., 1996) .  S i n  e m b a r g o ,  l a  
p a r t i c i ó n  d e  l o s  e m b r i o n e s ,  p r o d u c e  u n  i m p o r t a n t e  d a ñ o  e n  l a  z o n a  p e l ú c i d a  q u e  
p u e d e  c o m p r o m e t e r  s u  v i a b i l i d a d  e n  e l  c o n g e l a d o  ( Thibier y cols., 1995) .  
 
U t i l i z a n d o  e l  m é t o d o  d e  a n á l i s i s  c i t o g e n é t i c o ,  Picard y cols. ( 1 9 8 5 )  
i n c r e m e n t a n  l a  c a n t i d a d  d e  e m b r i o n e s  s e x a d o s .  D e l  m i s m o  m o d o ,  e s t o s  a u t o r e s  
i n f o r m a n  q u e  m e d i a n t e  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  e s t e  m é t o d o ,  l o s  e m b r i o n e s  c a l i f i c a d o s  
c o m o  m u y  b u e n o s  t i e n e n  m a y o r e s  v e n t a j a s  c o m p a r a t i v a s  e n  e l  d e s a r r o l l o  p o s t -
d e s c o n g e l a d o ,  e n  c o m p a r a c i ó n  a  l o s  d e  i n f e r i o r  c a l i d a d .   
 
D e n t r o  d e  l o s  m é t o d o s  invasivos,  i n c l u i m o s  e l  a n á l i s i s  c i t o g e n é t i c o ,  
h i b r i d a c i ó n  c o n  s o n d a s  d e  A D N  e s p e c i f i c a s  p a r a  e l  c r o m o s o m a  Y  y  l a  r e a c c i ó n  
e n  c a d e n a  d e  l a  p o l i m e r a s a  ( P C R ) .  
 
 
2.4.1.1.2.- Análisis citogenético. 
 
S e g ú n  e l  t r a b a j o  p u b l i c a d o  p o r  Betteridge, ( 1 9 8 9 )  e l  a n á l i s i s  c i t o g e n é t i c o  
f u e  e l  p r i m e r  m é t o d o  u t i l i z a d o  p a r a  s e x a r  e m b r i o n e s  d e  r a t ó n ,  c o n e j o s ,  b o v i n o s  y  
o v i n o s .  E s t a  t é c n i c a ,  c o n s i s t e  e n  c u l t i v a r  i n  v i t r o  u n a  m u e s t r a  d e  c é l u l a s  
e m b r i o n a r i a s ,  o  b i e n ,  e l  e m b r i ó n ,  e n  m e d i o  d e  c u l t i v o  s u p l e m e n t a d o  c o n  a g e n t e s  
m i t o s t á t i c o s ,  p a r a  s i n c r o n i z a r  e l  c i c l o  c e l u l a r  ( Tarkowski, 1966; King y cols., 
1979; King, 1984) .  
 
L a  s i n c r o n i z a c i ó n  d e l  c i c l o  c e l u l a r ,  e s  u t i l i z a d a  p a r a  i n c r e m e n t a r  e l  
n ú m e r o  y  c a l i d a d  d e  l a s  m e t a f a s e s  a  t r a v é s  d e l  e m p l e o  d e  a g e n t e s  m i t o s t á t i c o s .  
E s t o s  a g e n t e s ,  i n c r e m e n t a n  e l  n ú m e r o  d e  m e t a f a s e s  e n  u n a  p o b l a c i ó n  c e l u l a r  
d e t e r m i n a d a ,  i m p i d i e n d o  l a  f o r m a c i ó n  d e  l o s  m i c r o t ú b u l o s  o  l a  i n h i b i c i ó n  d e  l a  
s í n t e s i s  d e  A D N  ( Hosepian De Lima, y cols., 1994) .  
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L o s  a g e n t e s  m i t o s t á t i c o s  p r i n c i p a l m e n t e  u t i l i z a d o s  s o n  c o l c h i c i n a  y  F d U -
t i m i d i n a - c o l c h i c i n a ,  h a b i é n d o s e  e s t u d i a d o  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  e  i n t e r v a l o s  
d e  t i e m p o  d e  u t i l i z a c i ó n  ( Mahler y Cordes, 1971; King y cols., 1979; Singh y 
Hare, 1980; Picard y cols., 1984; Rall y Leibo, 1987; Iwazaki y Nakahara, 
1990; Hosepian De Lima, y cols., 1994; Kawarsky y cols., 1996) .  
 
Hosepian de Lima y cols. ( 1 9 9 4 )  i n f o r m a n  q u e  l a  e x p o s i c i ó n  d e  l o s  
e m b r i o n e s  b o v i n o s  a  c o l c h i c i n a  o  F d U - t i m i d i n a - c o l c h i c i n a ,  d u r a n t e  8  h .  f u e  
s u p e r i o r  a  l o s  o b t e n i d o s  c o n  e x p o s i c i o n e s  d e  2 - 4 - 6 - 8  o  1 5  h o r a s .  D e  e s t e  m o d o ,  
l a s  b l a s t ó m e r a s  c u l t i v a d a s  i n  v i t r o  d e t i e n e n  s u  c i c l o  c e l u l a r  e n  m e t a f a s e  y  
s e g u i d a m e n t e ,  s e  m o n t a n  e n  p o r t a o b j e t o s  p a r a  s e r  f i j a d a s  y  t e ñ i d a s .  
P o s t e r i o r m e n t e ,  l o s  p r e p a r a d o s  s o n  o b s e r v a d o s  b a j o  m i c r o s c o p i o  a  x 1 0 0 0  
( Picard y cols., 1985; Dorland y cols., 1993; Kawarsky y cols., 1996; 
Lechniak y cols., 1998) .  
 
E n  l a  e s p e c i e  b o v i n a ,  e l  c r o m o s o m a  X  e s  f á c i l m e n t e  i d e n t i f i c a b l e  p o r  s u  
t a m a ñ o  y  e s t r u c t u r a  d i f e r e n c i a l ,  c o n  r e s p e c t o  a l  c r o m o s o m a  Y .  E n  l o s  m a c h o s ,  
e x i s t e  u n  s o l o  c r o m o s o m a  X ,  l a r g o  y  s u b m e t a c é n t r i c o  y  e l  c r o m o s o m a  Y  e s  
p e q u e ñ o  y  m e t a c é n t r i c o  ( Hosepian De Lima, y cols., 1994) .  
 
L a  e f i c i e n c i a  e n  e l  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s  a  t r a v é s  d e  é s t e  m é t o d o ,  e s  a l t a  
d e p e n d i e n d o  d e  l a  o b t e n c i ó n  d e  b i o p s i a s  d e  a l t a  c a l i d a d  y  s u f i c i e n t e  n ú m e r o  d e  
c é l u l a s  a  e f e c t o s  d e  l o g r a r  m e t a f a s e s  e n  l a s  q u e  s e  p u e d e  v i s u a l i z a r  c o n  c l a r i d a d  
l o s  c r o m o s o m a s  s e x u a l e s  ( King, 1984) .  
 
T a m b i é n  d e b e  t e n e r s e  e n  c u e n t a  l a  e x p e r i e n c i a  d e l  o p e r a d o r ,  y a  q u e  e l  
e m b r i ó n  u t i l i z a d o  d e b e  m a n t e n e r  s u  v i a b i l i d a d  d e s p u é s  d e  l a  b i o p s i a .  E n  g e n e r a l ,  
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s e  e s t i m a  q u e  u n  o p e r a d o r  e n t r e n a d o ,  n e c e s i t a  a p r o x i m a d a m e n t e  5  h .  p a r a  
p r o c e s a r  u n  t o t a l  d e  1 2  a  1 5  e m b r i o n e s  ( Van Vliet y cols., 1989) .  
 
E l  a n á l i s i s  c i t o g e n é t i c o  c a r e c e  d e  e r r o r  y  p u e d e  s e r  u t i l i z a d o  p a r a  
c o n f i r m a r  l o s  r e s u l t a d o s  d e  o t r a s  t é c n i c a s  a l t e r n a t i v a s  d e  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s .  
N o  o b s t a n t e ,  l a  p r i n c i p a l  d i f i c u l t a d  e s  l a  a d a p t a c i ó n  d e  e s t a  t é c n i c a  d e  s e x a d o  a  
l o s  p r o c e d i m i e n t o s  d e  l a  i n d u s t r i a  d e  l a s  t r a n s f e r e n c i a s  e m b r i o n a r i a s  ( Leonard y 
cols., 1988; Van Vliet y cols., 1989) .   
 
 
2.4.1.1.3.- Hibridación con sondas de ADN específicas para el 
cromosoma Y. 
 
L a  a p l i c a c i ó n  d e  e s t a  t é c n i c a  r e q u i e r e  d e  l a  t o m a  d e  u n a  m u e s t r a  d e  
m a t e r i a l  e m b r i o n a r i o  y  l a  h i b r i d a c i ó n  d e l  A D N  t o t a l  d e  l a  m u e s t r a  o b t e n i d a  a  u n a  
s e c u e n c i a  m a r c a d a  d e  A D N  e s p e c í f i c a  p a r a  e l  c r o m o s o m a  Y  ( Van Vliet y cols., 
1989) .   
 
L a s  s o n d a s  d e  A D N  e s p e c i f i c a s  p a r a  e l  c r o m o s o m a  Y  p u e d e n  e s t a r  
m a r c a d a s  c o n  c o m p u e s t o s  r a d i o a c t i v o s  o  n o  r a d i o a c t i v o s .  L a s  s o n d a s  m a r c a d a s  
c o n  b i o t i n a ,  p e r m i t e n  l a  v i s u a l i z a c i ó n  d e  l a  r e a c c i ó n  p o r  c o l o r a c i ó n .  L a  
u t i l i z a c i ó n  d e  e s t e  p r o c e d i m i e n t o ,  p e r m i t e  s e x a r  u n a  e l e v a d a  p r o p o r c i ó n  d e  l o s  
e m b r i o n e s  b a j o  e s t u d i o ,  s i n  l a  n e c e s i d a d  d e  e q u i p a m i e n t o  s o f i s t i c a d o ,  p r o d u c t o s  
q u í m i c o s  d e  v i d a  m e d i a  l i m i t a d a  y  d e  m a n i p u l a c i ó n  p e l i g r o s a ,  o  e l  e m p l e o  d e  
p e r s o n a l  a l t a m e n t e  e n t r e n a d o  e n  e l  m a n e j o  d e  e s t e  t i p o  d e  p r o d u c t o s  ( Van Vliet y 
cols., 1989) .  
 
L a  i n t e r p r e t a c i ó n  d e  l a  p r u e b a  e s  l a  s i g u i e n t e :  s i  l o s  r e s u l t a d o s  d e  l a  
h i b r i d a c i ó n  s o n  p o s i t i v o s ,  e s t a m o s  e n  p r e s e n c i a  d e l  c r o m o s o m a  Y  l o  q u e  n o s  
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i n d i c a  q u e  l o s  e m b r i o n e s  s o n  m a c h o s ;  s i  l o s  r e s u l t a d o s  d e  l a  h i b r i d a c i ó n  s o n  
n e g a t i v o s ,  e s t a m o s  e n  a u s e n c i a  d e l  c r o m o s o m a  Y  l o  q u e  n o s  i n d i c a  q u e  l o s  
e m b r i o n e s  s o n  h e m b r a s  ( Leonard y cols., 1988; Popescu y cols., 1988; Bondioli 
y cols., 1989; Van Vliet y cols., 1989; Jafar y Flint, 1996) .  
 
Leonard y cols ( 1 9 8 8 )  s e x a r o n  e m b r i o n e s  b o v i n o s  d e  7  a  8  d í a s  u t i l i z a n d o  
c é l u l a s  d e l  t r o f o b l a s t o  e m b r i o n a r i o .  E l  s e x a d o  s e  r e a l i z ó  e m p l e a n d o  u n a  s o n d a  
b o v i n a  m a r c a d a  c o n  b i o t i n a  e s p e c i f i c a  p a r a  e l  c r o m o s o m a  Y  d i s e ñ a d a  p o r  
Popescu y cols. ( 1 9 8 8 ) .  
 
Bondioli y cols.  ( 1 9 8 9 )  u t i l i z a r o n  4  s o n d a s  e s p e c i f i c a s  d i f e r e n t e s  p a r a  
s e x a r  e m b r i o n e s  b o v i n o s  d e  6  y  7  d í a s ,  c o n  u n a  m u e s t r a  d e  1 0  c é l u l a s  
a p r o x i m a d a m e n t e .  L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p e r m i t e n  s e x a r  u n  e l e v a d o  
p o r c e n t a j e  d e  e m b r i o n e s  s i n  a f e c t a r  e l  p o s t e r i o r  d e s a r r o l l o  d u r a n t e  l a  g e s t a c i ó n .  
 
 
2.4.1.1.4.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
 
 O t r a  a l t e r n a t i v a  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  e n  l o s  e m b r i o n e s ,  e s  l a  
u t i l i z a c i ó n  d e l  m é t o d o  P C R .  L a  m i s m a ,  s e  b a s a  e n  l a  a m p l i f i c a c i ó n  i n  v i t r o  d e  
s e c u e n c i a s  e s p e c í f i c a s  d e  A D N  e m b r i o n a r i o ,  a  t r a v é s  d e  s u c e s i v a s  e t a p a s  a  
d i f e r e n t e s  t e m p e r a t u r a s  y  t i e m p o s  ( Peura y cols., 1991; Han y cols., 1993; 
Kirkpatrick y Monson, 1993; Macháty y cols., 1993; Bredbacka y cols., 
1995; Hochman y cols., 1996) .  
 
 L a  m u e s t r a  d e  c é l u l a s  o b t e n i d a  m e d i a n t e  c u a l q u i e r a  d e  l o s  m é t o d o s  
d e s c r i t o s  a n t e r i o r m e n t e ,  s e  d e p o s i t a  e n  u n  t u b o  c ó n i c o  q u e  c o n t i e n e  e n z i m a  
p r o t e i n a s a  K  y  2  o l i g o n u c l e ó t i d o s  d e  h e b r a  s i m p l e  d e n o m i n a d o s  “ p r i m e r s ” .  L o s  
p r i m e r s ,  s e  u t i l i z a n  p a r a  a m p l i a r  l o s  e x t r e m o s  d e  l a  c a d e n a  d e  A D N  d e  l a  m u e s t r a  
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d e  c é l u l a s  o b t e n i d a s .  E s t a  p r e p a r a c i ó n ,  s e  i n c u b a  d u r a n t e  6 0  m i n  a  5 5 ° C .  
P o s t e r i o r m e n t e ,  l a  p r e p a r a c i ó n  q u e  c o n t i e n e  e l  A D N ,  l a  p r o t e i n a s a  K ,  y  l o s  
p r i m e r s ,  e s  i n a c t i v a d a  p o r  a c c i ó n  d e l  c a l o r  ( 9 5 ° C )  d u r a n t e  1 5  m i n .  S e g u i d a m e n t e ,  
s e  a g r e g a n  l o s  n u c l e ó t i d o s  y  l a  e n z i m a  A D N  p o l i m e r a s a  ( T A Q  p o l i m e r a s a )  p a r a  
c a t a l i z a r  l a  a m p l i f i c a c i ó n  d e l  A D N  ( Postiglioni y cols., 1995; Thibier y cols., 
1995; Ohh, y cols., 1996; Tríbulo y Argeraña, 1996) .  
 
 L a  a m p l i f i c a c i ó n  d e l  A D N ,  s e  r e a l i z a  e n  u n  c i c l a d o r  t é r m i c o  e n  3  c i c l o s :  
d e s n a t u r a l i z a c i ó n ,  t e m p l a d o  y  e x t e n s i ó n  y  s e  r e a l i z a n  t r e i n t a  r e p e t i c i o n e s  d e  c a d a  
c i c l o  p a r a  l a  a m p l i f i c a c i ó n  d e l  A D N .  P o s t e r i o r m e n t e ,  l a  m u e s t r a  s e  s i e m b r a  e n  
g e l  d e  a g a r o s a  y  s e  t i ñ e  c o n  b r o m u r o  d e  e t i d i o ,  e l  c u a l  s e  u n e  a l  A D N .  D e  e s t a  
m a n e r a ,  e l  A D N  s e  v i s u a l i z a  c o n  l u z  u l t r a v i o l e t a  ( Postiglioni y cols., 1995; 
Thibier y cols., 1995; Ohh y cols., 1996; Tríbulo y cols., 1996) .  
 
 C o n j u n t a m e n t e  c o n  l a  m u e s t r a  d e  c é l u l a s  e m b r i o n a r i a s  a  s e x a r ,  s e  
p r o c e s a n  5  c o n t r o l e s :  3  m a c h o s  p o s i t i v o s  ( 2 0 ,  5 0  y  2 0 0  p g  d e  A D N  d e  m a c h o ) ,  1  
h e m b r a  p o s i t i v a  ( 1 0 0  p g  d e  A D N  d e  h e m b r a )  y  1  c o n t r o l  n e g a t i v o  ( s i n  A D N ) .  
E s t o s  c o n t r o l e s  e s t á n  s u j e t o s  a  l o s  m i s m o s  p r o c e d i m i e n t o s  e n u n c i a d o s  
a n t e r i o r m e n t e  p a r a  l a  m u e s t r a  a  s e x a r  ( Postiglioni y cols., 1995; Thibier y cols., 
1995; Ohh y cols., 1996; Tríbulo y cols., 1996) .  
 
 P o d r í a m o s  d a r  u n  e j e m p l o  p a r a  l a  i n t e r p r e t a c i ó n  d e  l o s  r e s u l t a d o s  
u t i l i z a n d o  l a  s o n d a  d e n o m i n a d a  B C 1 . 2 . ,  c o n  u n a  s e c u e n c i a  d e  1 5 0  p a r e s  d e  b a s e s  
( p b ) ,  e s p e c í f i c a  p a r a  l a  g é n e r o  B o s :  e l  e m b r i ó n  e s  c o n s i d e r a d o  m a c h o ,  s i  s o n  
v i s u a l i z a d a s  l a s  b a n d a s  d e  4 4 3  p b  y  1 4 8  p b .  y  h e m b r a ,  s i  l a  b a n d a  d e  1 4 8  p b  e s t a  
a u s e n t e .  L a  b a n d a  d e  2 0  p b  e s t á  p r e s e n t e  e n  t o d o s  l o s  c o n t r o l e s  y  c o r r e s p o n d e  a  
p r i m e r s  n o  h i b r i d i z a d o s  ( Thibier y cols., 1995) .  
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 E l  t i e m p o  t o t a l  r e q u e r i d o  d e s d e  l a  c o l e c t a  d e  l o s  e m b r i o n e s  a  l a  
d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  p o r  e s t e  m é t o d o ,  e s  d e  a p r o x i m a d a m e n t e  5  h o r a s .  E n  
g e n e r a l  s i  l a  t o m a  d e  l a  m u e s t r a  e s  c o r r e c t a  e s  e s p e r a b l e  o b t e n e r  e n t r e  6 5  %  y  u n  
9 5 %  d e  e f i c i e n c i a .  O t r a  c o n d i c i ó n  n e c e s a r i a  p a r a  a s e g u r a r  l a  e f i c i e n c i a  d e l  
m é t o d o ,  e s  l a  a d e c u a d a  m a n i p u l a c i ó n  y  r e e m p l a z o  d e  l o s  m a t e r i a l e s  u t i l i z a d o s  
( m i c r o p i p e t a s ,  m i c r o t u b o s ,  t i p s ,  e t c . ) .  E s t o  e s  n e c e s a r i o  p a r a  e v i t a r  l a  
c o n t a m i n a c i ó n  c o n  A D N  d e  l a s  d i f e r e n t e s  m u e s t r a s .  S i  e s t a s  c o n d i c i o n e s  n o  s o n  
t e n i d a s  e n  c u e n t a ,  s e  p u e d e  o b t e n e r  l a  l e c t u r a  d e  b a n d a s  e r r á t i c a s  ( Postiglioni y 
cols., 1995; Thibier y cols., 1995; Tríbulo y cols., 1996) .  
 
 
 2.4.1.2.- Métodos no invasivos. 
 
  L o s  m é t o d o s  no invasivos n o  r e q u i e r e n  d e  l a  t o m a  d e  m u e s t r a s  d e  l o s  
e m b r i o n e s  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o .  D e n t r o  d e  l o s  m é t o d o s  n o  i n v a s i v o s ,  
i n c l u i m o s  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e  e n z i m a s  l i g a d a s  a l  c r o m o s o m a  X ,  l a  u t i l i z a c i ó n  
d e l  a n t í g e n o  H - Y y la d i f e r e n c i a  d e  d e s a r r o l l o  e n t r e  e m b r i o n e s  m a c h o s  y  
h e m b r a s .  
 
 
2.4.1.2.1.- Enzimas ligadas al cromosoma X. 
 
E n  l o s  m a m í f e r o s ,  e l  s e x o  h o m o g a m é t i c o  e s t á  c o m p u e s t o  p o r  d o s  
c r o m o s o m a s  X X  y  e l  h e t e r o g a m é t i c o  p o r  u n  c r o m o s o m a  X  y  u n  Y .  P a r a  
m a n t e n e r  u n  n ú m e r o  e q u i v a l e n t e  d e  g e n e s  e n  l o s  d o s  s e x o s ,  u n o  d e  l o s  
c r o m o s o m a s  X  d e  l a  h e m b r a  e s  i n a c t i v a d o  e n  c a d a  c é l u l a  d e l  e m b r i ó n  e n  l a  v i d a  
e m b r i o n a r i a  t e m p r a n a  ( Lyon, 1972) .  
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E n  l a  a c t u a l i d a d ,  e l  m o m e n t o  e n  q u e  o c u r r e  l a  i n a c t i v a c i ó n  d e l  c r o m o s o m a  
X  n o  e s  c o n o c i d o .  S i n  e m b a r g o ,  v a r i o s  e s t u d i o s  s u g i e r e n  q u e  e x i s t e  u n  b r e v e  
p e r í o d o  d e  t i e m p o  e n t r e  l a  a c t i v a c i ó n  d e l  g e n o m a  e m b r i o n a r i o  y  l a  i n a c t i v a c i ó n  
d e l  c r o m o s o m a  X  ( Monk y Harper, 1978) .   
 
E s t e  p r o c e s o ,  e s  r e f l e j a d o  e n  u n  a u m e n t o  d e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  y  a c t i v i d a d  
d e  c i e r t a s  e n z i m a s  c e l u l a r e s  l i g a d a s  a l  c r o m o s o m a  X .  D i c h a  c o n c e n t r a c i ó n  e s  d o s  
v e c e s  m a y o r  e n  l o s  e m b r i o n e s  h e m b r a s  q u e  e n  l o s  e m b r i o n e s  m a c h o s .  D e l  m i s m o  
m o d o ,  l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  l i g a d a  a l  c r o m o s o m a  X ,  d e b e  s e r  c o m p a r a d a  c o n  l a  
a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  d e  l o s  a u t o s o m a s .  E s t e  h e c h o ,  j u s t i f i c a  l a  v a r i a c i ó n  
i n d i v i d u a l  e n  e l  m e t a b o l i s m o  e m b r i o n a r i o  e n t r e  m a c h o s  y  h e m b r a s  ( Van Vliet y 
cols., 1989) .  
 
T o m a n d o  c o m o  b a s e  l a  h i p ó t e s i s ,  d e  l a  d o b l e  c o n c e n t r a c i ó n  d e  l a s  e n z i m a s  
l i g a d a s  a l  c r o m o s o m a  X  y  e l  h e c h o  q u e  l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  a u t o s o m a l  e s  
m a y o r  e n  l o s  e m b r i o n e s  h e m b r a s  q u e  e n  l o s  m a c h o s ,  Williams ( 1 9 8 6 )  y  Monk y 
Handyside ( 1 9 8 8 )  s e x a r o n  e m b r i o n e s  d e  r a t ó n  o b t e n i d o s  d e  h e m b r a s  
s u p e r o v u l a d a s .   
 
E s t e  e s t u d i o  s e  r e a l i z ó  e x a m i n a n d o  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  e n z i m a  l i g a d a s  a l  
c r o m o s o m a  X :  G l u c o s a  6  f o s f a t o  d e s h i d r o g e n a s a  ( G 6 P D ) .  P a r a  e l l o ,  l o s  
e m b r i o n e s  d e  r a t ó n  f u e r o n  i n c u b a d o s  i n  v i t r o ,  e n  m e d i o  d e  c u l t i v o  q u e  c o n t i e n e  
c o m o  s u s t r a t o  G 6 P D ,  c o - e n z i m a  N A D P  y  c o m o  i n d i c a d o r  c o l o r i m é t r i c o  y  a z u l  
c r e s y l  b r i l l a n t e .  D e s p u é s  d e l  c u l t i v o  i n  v i t r o ,  l o s  e m b r i o n e s  f u e r o n  c l a s i f i c a d o s  e n  
d o s  c a t e g o r í a s  d e  a c u e r d o  a  l a  i n t e n s i d a d  d e  l a  c o l o r a c i ó n :  1)  tinción oscura: l o  
q u e  e q u i v a l e  a  b a j a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  d e  l a  G 6 P D  o  m a c h o s  y  2) tinción 
clara: l o  q u e  e q u i v a l e  a  a l t a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  d e  l a  G 6 P D  o  h e m b r a s .  L o s  
e m b r i o n e s  e s t u d i a d o s ,  f u e r o n  p o s t e r i o r m e n t e  t r a n s f e r i d o s  a  h e m b r a s  r e c e p t o r a s .  
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L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  d e m u e s t r a n  q u e  e l  7 2 %  d e  l o s  e m b r i o n e s  t r a n s f e r i d o s  y  
n a c i d o s  d e  l a  c a t e g o r í a  2  ( c o l o r a c i ó n  c l a r a )  f u e r o n  h e m b r a s  y  e l  5 7 %  d e  l o s  
e m b r i o n e s  t r a n s f e r i d o s  y  n a c i d o s ,  f u e r o n  c o r r e c t a m e n t e  i d e n t i f i c a d o s  e n  l a  
c a t e g o r í a  1  c o l o r a c i ó n  o s c u r a  o  m a c h o s  ( Williams, 1986) .  
 
 U n  a s p e c t o  i m p o r t a n t e  a  c o n s i d e r a r  e n  l a  a p l i c a c i ó n  d e  e s t a  t é c n i c a  d e  
s e x a d o  e n  e m b r i o n e s  b o v i n o s ,  r a d i c a  e n  q u e  l a  a c t i v a c i ó n  d e l  g e n o m a  o c u r r e  e n  
e l  e s t a d i o  d e  8  a  1 6  c é l u l a s .  P o r  l o  t a n t o ,  d e b e  t e n e r s e  c u i d a d o  y  a s e g u r a r  q u e  l a  
d e t e r m i n a c i ó n  d e  l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a ,  e s  e l  r e s u l t a d o  d e  l a  t r a n s c r i p c i ó n  d e l  
e m b r i ó n  ( Van Vliet y cols., 1989) .  D e l  m i s m o  m o d o ,  Reiger ( 1 9 8 4 )  p r o p o n e  l a  
u t i l i z a c i ó n  d e  e s t a  t é c n i c a  p a r a  e v a l u a r  l a  v i a b i l i d a d  d e  l o s  e m b r i o n e s ,  d a d o  q u e  
l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  e s t á  e n  e s t r e c h a  v i n c u l a c i ó n  c o n  l a  a c t i v i d a d  c e l u l a r .  
 
 
 2.4.1.2.2.- Identificación de antígenos específicos del sexo 
(antígeno H-Y). 
 
 L a  e x i s t e n c i a  d e  u n  a n t í g e n o  e s p e c í f i c o  d e l  s e x o  f u e  p r o p u e s t a  p o r  p r i m e r a  
v e z  p o r  Eichwald y cols. ( 1 9 5 5 ) ,  c u a n d o  o b s e r v a r o n  q u e  h e m b r a s  d e  r a t o n e s  
r e c h a z a b a n  i n j e r t o s  d e  p i e l  d e  m a c h o s  d e  l a  m i s m a  c e p a .  E s t a s  o b s e r v a c i o n e s ,  n o  
o c u r r í a n  e n  l o s  i n j e r t o s  e n t r e  l a s  d e m á s  c o m b i n a c i o n e s  s e x u a l e s :  h e m b r a - hembra, 
h e m b r a - m a c h o ,  m a c h o - m a c h o .  E n t o n c e s ,  s e  s u p o  q u e  e s t a  r e s p u e s t a  s e  d e b e  a  
q u e  e n  l a  p i e l  d e l  m a c h o  s e  e n c u e n t r a  u n a  s u s t a n c i a  c a p a z  d e  d e s e n c a d e n a r  u n a  
r e s p u e s t a  i n m u n e  e n  u n  r e c e p t o r  h e m b r a ,  g e n e r a n d o  c o m o  c o n s e c u e n c i a  e l  
r e c h a z o  d e l  t e j i d o  p o r t a d o r  d e l  a n t í g e n o  ( Anderson, 1987) .  
 
 A s i m i s m o ,  e l  a n t í g e n o  H - Y  h a  s i d o  d e f i n i d o  p o r  o t r o s  m é t o d o s  
i n m u n o l ó g i c o s  q u e  i n c l u y e n  l a  c i t ó l i s i s  m e d i a d a  p o r  c é l u l a s  T  y  c i t o t o x i c i d a d  p o r  
a n t i s u e r o  ( Müller, 1996; Wolf, 1998) .  
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 P o s t e r i o r m e n t e ,  e s t e  a n t í g e n o  e s p e c i f i c o  d e  m a c h o  f u e  d e n o m i n a d o  d e  
h i s t o c o m p a t i b i l i d a d - Y  o  a n t í g e n o  H - Y  y  s e  e n c u e n t r a  e n  c é l u l a s  s o m á t i c a s  e n  e l  
s e x o  h e t e r o g a m é t i c o  ( X Y  o  m a c h o s ) .  E l  a n t í g e n o  H - Y  t i e n e  u n  p e s o  m o l e c u l a r  
d e  1 8 . 0 0 0  d  y  e s t á  c o n s t i t u i d o  p o r  p o l i p é p t i d o s  h i d r o f ó b i c o s ,  c o n  1 6 2  
a m i n o á c i d o s  g l u c o s i l a d o s  p o r  5  o  6  r e s i d u o s  d e  g l u c o s a m i n a  ( Krco y Goldberg, 
1976; White y cols, 1983, 1984 y 1987 a y c; Nakamura y cols., 1984) .  
 
 E l   g e n  q u e  c o n t r o l a  l a  e x p r e s i ó n  d e  H - Y  ( H y a )  f u e  l o c a l i z a d o  e n  e l  b r a z o  
c o r t o  d e l  c r o m o s o m a  Y  y  s u  p r e s e n c i a  c o n j u n t a m e n t e  c o n  e l  g e n  d e l  a n t í g e n o  
s e r o l ó g i c o  d e t e c t a d o  e n  s a n g r e  d e  m a c h o  ( S D M A ) ,  e s  e s e n c i a l  p a r a  l a  
e s p e r m a t o g é n e s i s  ( Simpson y cols., 1982; Mc. Laren y cols., 1988; Agulnik y 
cols, 1994; Scott y cols., 1995) .   
 
 
 2.4.1.2.2.1.- Producción de anticuerpos H-Y. 
 
 E x i s t e n  d o s  m e t o d o l o g í a s  p a r a  l a  p r o d u c c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  H - Y  
( Goldberg y cols., 1971; White y cols., 1982 y 1983; Wachtel, 1984; 
Piedrahita y Anderson, 1985; Anderson, 1987; Booman y cols., 1989; Utsumi 
y cols., 1991y 1993; Hossepian de Lima y cols., 1994; Gardón y Tartaglione, 
1995) .  
  
 A. - I n m u n i z a c i ó n  d e  h e m b r a s  c o n  c é l u l a s  d e  m a c h o  d e  l a  m i s m a  e s p e c i e .   
 B . - P r o d u c c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a l e s .  
 
 L a  i n m u n i z a c i ó n  d e  h e m b r a s  c o n  c é l u l a s  d e  m a c h o  d e  l a  m i s m a  e s p e c i e ,  
e s t i m u l a  l a  p r o d u c c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  p o l i c l o n a l e s  H - Y .  E s t o s  a n t i c u e r p o s  s o n  
o b t e n i d o s  d e l  s u e r o  r e c o g i d o  d e  h e m b r a s  i n m u n i z a d a s  c o n  i m p l a n t e s  d e  p i e l  d e  
m a c h o ,  a d m i n i s t r a c i ó n  d e  c é l u l a s  d e  b a z o  d e  m a c h o  o  c é l u l a s  a i s l a d a s  d e  
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t e s t í c u l o s ,  d e  m a c h o s  r e c i é n  n a c i d o s  d e  l a  m i s m a  c e p a  ( Goldberg y cols., 1971; 
White y cols., 1982; Piedrahita y Anderson, 1985; Anderson, 1987; Utsumi y 
cols., 1991 y 1993; Hossepian de Lima y cols., 1994; Gardón y Tartaglione, 
1995) .  
 
 C o m o  e x p l i c a m o s  a n t e r i o r m e n t e ,  l o s  a n t i c u e r p o s  H - Y  s o n  p r o d u c i d o s  p o r  
i n m u n i z a c i ó n  d e  h e m b r a s  d e  r a t a  o  r a t ó n .  E s t a s  h e m b r a s  p r o d u c e n  a n t i c u e r p o s  
p o l i c l o n a l e s  H - Y ,  q u e  s o n  o b t e n i d o s  d e l  s u e r o .  E l  t e s t  d e  c i t o t o x i c i d a d  
e s p e r m á t i c a  p u e d e  s e r  u t i l i z a d o ,  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  c a p a c i d a d  d e  l a s  h e m b r a s  
i n m u n i z a d a s  p a r a  p r o d u c i r  a n t i s u e r o  H - Y .  P o r  l o  t a n t o ,  é s t e  t e s t  p e r m i t e  l a  
i d e n t i f i c a c i ó n  d e  l a s  h e m b r a s  c o n  a l t o s  t í t u l o s  d e  a n t i c u e r p o s  ( Goldberg y cols., 
1971; White y cols., 1982; Wachtel, 1984; Piedrahita y Anderson, 1985; 
Anderson, 1987; Utsumi y cols., 1991 y 1993; Hossepian de Lima y cols., 
1994; Gardón y Tartaglione, 1995) .  
 
 L a  p r o d u c c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a l e s  H - Y  d e  l a  s u b c l a s e  I g M  s e  
r e a l i z a  m e d i a n t e  l a  f u s i ó n  d e  c é l u l a s  d e l  m i e l o m a  N S - 1 ,  c o n  e s p l e n o c i t o s  d e  
h e m b r a s  d e  d i f e r e n t e s  c e p a s  d e  r a t ó n  i n m u n i z a d a s  c o n  e s p l e n o c i t o s  d e  m a c h o s  d e  
l a  m i s m a  c e p a .  L a  p o s t e r i o r  s e l e c c i ó n  d e  c l o n e s  e s p e c í f i c o s  s e  r e a l i z a  a  t r a v é s  d e  
p r o c e d i m i e n t o s  d e  r a d i o i n m u n o e n s a y o  e m p l e a n d o  l i n f o c i t o s  d e  m a c h o  y  h e m b r a ,  
o  m e d i a n t e  t e s t  d e  E l i s a  ( Koo y cols., 1981; White y cols., 1983; Brunner y 
Wachtel, 1988; Wachtel y cols., 1988; Boomann y cols., 1989; Veerhuis y 
cols., 1994) .  
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 2.4.1.2.2.2.- Utilización de anticuerpos H-Y para el sexado de 
embriones. 
 
 D i s t i n t o s  a u t o r e s  h a n  c o m p r o b a d o ,  q u e  e l  a n t í g e n o  H - Y  s e  e x p r e s a  e n  
e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o s  p r e i m p l a n t a c i o n a l e s  d e  d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  a n i m a l e s  t a l e s  
c o m o :  b o v i n o s  ( White y cols., 1984 y 1987 a y b; Simpson y cols., 1997) ,  
p o r c i n o s  ( White y cols., 1985) ,  o v i n o s  ( White y cols., 1987c) ,  c o n e j o s  ( Gardner 
y Edwards 1968)  y  e n  r a t a  y  r a t ó n  ( Wachtel y cols., 1975, 1984 y 1988; Krco y 
Goldberg, 1976; Silver y cols., 1977; Epstein y cols., 1980; Simpson, 1982; 
Lala y Kim, 1984; Tartaglione, 1996) .  
 
 L a  u t i l i z a c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  H - Y  e n  l a  e s p e c i e  b o v i n a  h a  s i d o  o b j e t o  d e  
e s t u d i o  e n  e m b r i o n e s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o ,  d e s d e  e l  e s t a d i o  d e  4  c é l u l a s  h a s t a  
b l a s t o c i s t o .  S i n  e m b a r g o ,  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p u e d e n  s e r  s e x a d o s  ú n i c a m e n t e  
a  p a r t i r  d e l  e s t a d i o  d e  8  c é l u l a s  ( Anderson, 1987; White y cols., 1987 a y b;
Wachtel y cols., 1988; Avery y cols., 1992; Utsumi y cols., 1993; Hosepian de 
Lima y cols., 1994; Veerhuis y cols., 1994) .  
 
H a s t a  e l  p r e s e n t e  s e  h a n  d e s c r i t o  2  m é t o d o s  p a r a  d e t e c t a r  e l  a n t í g e n o  H - Y  
e n  l o s  e m b r i o n e s ;  e l  m é t o d o  d e  c i t o t o x i c i d a d  y  e l  m é t o d o  d e  
i n m u n o f l u o r e s c e n c i a  ( Van Vliet y cols., 1989) .  
 
E n  e l  método de citotoxicidad,  e l  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s  c o n  
a n t i c u e r p o s  H - Y  m á s  c o m p l e m e n t o  p r o v o c a  a l t e r a c i o n e s  d e  a q u e l l o s  e m b r i o n e s  
e n  l o s  q u e  s e  e n c u e n t r a  p r e s e n t e  e l  a n t í g e n o  H - Y  ( m a c h o s ) ,  q u e d a n d o  s i n  s e r  
a f e c t a d o s  a q u e l l o s  d o n d e  e l  a n t í g e n o  n o  s e  e x p r e s a  ( h e m b r a s ) .  A  s u  v e z ,  e s t a s  
a l t e r a c i o n e s  p u e d e n  m a n i f e s t a r s e  c o m o  r e t r a s o  e n  e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o        
i n  v i t r o ,  c i t ó l i s i s  d e  u n a  o  m á s  b l a s t ó m e r a s  o  i n h i b i c i ó n  e n  l a  f o r m a c i ó n  d e l  
b l a s t o c e l e  ( Utsumi y cols., 1983 y 1993) .  
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L o s  c o m p l e m e n t o s  c o m ú n m e n t e  u t i l i z a d o s  s o n  s u e r o  d e  c o b a y o  o  s u e r o  d e  
c o n e j o  d e  b a j a  t o x i c i d a d ,  d i l u i d o s  e n  d i f e r e n t e s  p r o p o r c i o n e s  a  e f e c t o s  d e  n o  
a l t e r a r  e l  n o r m a l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s  ( Anderson, 1987; Van 
Vliet y cols., 1989; Gardón y Tartaglione, 1995) .  
 
 E n  e l  método de inmunofluorescencia,  l o s  e m b r i o n e s  s o n  e x p u e s t o s  a l  
a n t i c u e r p o  H - Y  d u r a n t e  3 0  m i n u t o s .  P o s t e r i o r m e n t e ,  l o s  e m b r i o n e s  s o n  e x p u e s t o s  
a  u n  s e g u n d o  a n t i c u e r p o  ( i n m u n o g l o b u l i n a  d e  c a b r a  a n t i - r a t ó n )  c o n j u g a d o  c o n  
i s o t i o c i n a t o  d e  f l u o r e s c e i n a  ( F I T C ) .  L o s  e m b r i o n e s  s o n  e v a l u a d o s ,  p o r  l a  
p r e s e n c i a  o  a u s e n c i a  d e  F I T C  b a j o  m i c r o s c o p i o  c o n  l u z  u l t r a v i o l e t a  i n c o r p o r a d a  
( Anderson, 1987; Wachtel y cols., 1988; Van Vliet y cols., 1989) .  
 
Jafar y Flint ( 1 9 9 6 )  i n f o r m a n  q u e  m e d i a n t e  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  e s t e  m é t o d o  
d e  s e x a d o ,  e s  p o s i b l e  o b t e n e r  v a l o r e s  d e  e f i c i e n c i a  v a r i a b l e s  e n t r e  e l  7 3 %  y  e l  
8 7 % .  D e  e s t e  m o d o ,  e s t a  m e t o d o l o g í a  p e r m i t e  d i f e r e n c i a r  h e m b r a s  d e  m a c h o s  e n  
e s t a d i o s  p r e i m p l a n t a c i o n a l e s  y  p o d r í a  u t i l i z a r s e  c o t i d i a n a m e n t e  e n  l a  i n d u s t r i a  d e  
l a s  t r a n s f e r e n c i a s  e m b r i o n a r i a  
 
 
2.4.1.2.3.- Diferencia de desarrollo entre embriones machos y 
hembras. 
 
 V a r i o s  e s t u d i o s  s u g i e r e n  q u e  e x i s t e  u n a  a l t e r a c i ó n  e n  l a  r e l a c i ó n  s e x u a l  d e  
l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p r o d u c i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  i n d i c a n d o  q u e  l o s  
e m b r i o n e s  m a c h o s  s e  e n c u e n t r a n  m a s  a v a n z a d o s  e n  e l  d e s a r r o l l o  r e s p e c t o  d e  l a s  
h e m b r a s .  E s t a s  o b s e r v a c i o n e s ,  h a n  s i d o  c o n f i r m a d a s  e n  a q u e l l o s  e m b r i o n e s  
p r o d u c i d o s  i n  v i v o  p r o v e n i e n t e s  d e  v a c a s  s o m e t i d a s  a  t r a t a m i e n t o s  d e  
s u p e r o v u l a c i ó n  ( Avery y cols., 1989 y 1991 a y b; King y cols., 1991; Carvalho 
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y cols., 1995; Grisat y cols., 1995; Gutierrez-Adán y cols., 1996; Dominko y 
First, 1997) .   
 
 E n  p r i n c i p i o ,  s e  s u g i e r e  q u e  e l  m a y o r  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s  
m a c h o s  d u r a n t e  l o s  p r i m e r o s  8  d í a s  d e l  d e s a r r o l l o  p o s t - f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  s e  
d e b e n  a  q u e  l a  e x p r e s i ó n  d e  l o s  g e n e s  r e l a c i o n a d o s  c o n  e l  s e x o  a f e c t a  e l  
d e s a r r o l l o  d e  l o s  e m b r i o n e s  d e s p u é s  d e  s u  a c t i v a c i ó n  ( Avey y cols., 1989 a y b, 
1991 y 1992; Mermillod y cols., 1992) .  
 
 Gutierrez y cols.  ( 1 9 9 5 )  s u g i e r e n  q u e  l a  g l u c o s a  e s t a  i n v o l u c r a d a  e n  l a  
a l t e r a c i ó n  d e  l a  r e l a c i ó n  s e x u a l ,  d e b i d o  a  l a  d i f e r e n c i a  e x i s t e n t e  e n  e l  
m e t a b o l i s m o  d e  é s t a  e n t r e  l o s  e m b r i o n e s  m a c h o s  y  l o s  e m b r i o n e s  h e m b r a s .  
A s i m i s m o ,  e n  l a s  c o n d i c i o n e s  d e  c o c u l t i v o  i n  v i t r o  c o n  p r e s e n c i a  d e  d i f e r e n t e s  
t i p o s  c e l u l a r e s ,  l a  g l u c o s a  e s t á  e n  c o n t i n u a  m o d i f i c a c i ó n  
 
B a s a d o s  e n  e s t a  a f i r m a c i ó n ,  Grisart y cols ( 1 9 9 5 )  i n d i c a n  q u e  l a s  
c o n d i c i o n e s  d e  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s  p o d r í a n  e s t a r  a s o c i a d a s .  D e  e s t e  
m o d o ,  d e m u e s t r a n  q u e  l o s  s i s t e m a s  d e  c o c u l t i v o  p r o d u c e n  a l t e r a c i o n e s  e n  l a  
r e l a c i ó n  s e x u a l  d e  l o s  e m b r i o n e s  e n  c o m p a r a c i ó n  a  s i s t e m a s  c o n d i c i o n a d o s .  
 
Gutierrez-Adan y cols. ( 1 9 9 6 )  s u g i e r e n ,  q u e  l a s  c a u s a s  d e  l a s  d i f e r e n c i a s  
e n  e l  d e s a r r o l l o  d e  l o s  e m b r i o n e s  m a c h o s  y  h e m b r a s  s o n  d e b i d a s  a  l a  p r e s e n c i a  
d e l  c r o m o s o m a  Y .  E s t a s  p u e d e n  d e b e r s e  a l  a n t í g e n o  H - Y ,  o  b i e n ,  a  f a c t o r e s  d e  
c r e c i m i e n t o  d e l  c r o m o s o m a  Y .  
  
 3.- MATERIAL
Y MÉTODO
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E n  e s t e  t r a b a j o  e s  n e c e s a r i o  d e t e r m i n a r  l o s  s i g u i e n t e s  a p a r t a d o s :  
m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s ,  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s ,  d e s a r r o l l o  i n  
v i t r o  d e  c i g o t o s  y  e m b r i o n e s ,  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  c o n  a n t i s u e r o  H - Y y 
d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  a  t r a v é s  d e  l o s  n i v e l e s  d e  c i t o t o x i c i d a d  d e l  a n t i s u e r o  H - Y .  
 
 
3.1.- Maduración in vitro de ovocitos. 
 
 P a r a  l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  s e  n e c e s i t a n  t r e s  e t a p a s :  
r e c u p e r a c i ó n  d e  l o s  o v a r i o s  e n  m a t a d e r o ;  o b t e n c i ó n  y  c l a s i f i c a c i ó n  d e  l o s  
o v o c i t o s  y  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s .  
 
 
3.1.1.- Recuperación de ovarios en matadero.  
 
H e m o s  u t i l i z a d o  3 1 8 0  o v a r i o s  p r o v e n i e n t e s  d e  1 5 9 0  v a c a s  A b e r d e e n  
A n g u s  a d u l t a s ,  s a c r i f i c a d a s  e n  e l  m a t a d e r o  N u e v a  E s c o c i a ,  s i t o  e n  l a  c i u d a d  d e  
L u i s  G u i l l ó n ,  p a r t i d o  d e  M o n t e  G r a n d e ,  B u e n o s  A i r e s ,  A r g e n t i n a  ( t a b l a  I ) .  L o s  
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o v a r i o s  s e  o b t u v i e r o n  e n  d i f e r e n t e s  d í a s  c o n f o r m á n d o s e  u n  t o t a l  d e  1 8  r e p l i c a d o s  
d i s t r i b u i d o s  s e g ú n  e s t a d i o  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  e n  e l  q u e  p o s t e r i o r m e n t e  s e  
u t i l i z a r í a n  l o s  e m b r i o n e s  p a r a  s e r  s e x a d o s :  6  r e p l i c a d o s  d e  8 0  o v a r i o s  c a d a  u n o  
q u e  c o n s t i t u y e r o n  e l  g r u p o  d e  4 - 8  c é l u l a s  a  l a s  4 8  h s . ;  6  r e p l i c a d o s  d e  2 0 0  
o v a r i o s  c a d a  u n o  q u e  c o n s t i t u y e r o n  e l  g r u p o  d e  m e n o s  d e  3 2  c é l u l a s  a  l a s  9 6  h s .  y  
6  r e p l i c a d o s  d e  2 5 0  o v a r i o s  c a d a  u n o  q u e  c o n s t i t u y e r o n  e l  g r u p o  d e  m á s  d e  3 2  
c é l u l a s  a  l a s  1 2 0  h s .  
 
I n  s i t u ,  s e  s e c c i o n a n  l o s  o v a r i o s  d e l  t r a c t o  r e p r o d u c t o r  f e m e n i n o  y  s e  
c o l o c a n  e n  u n  t e r m o  q u e  c o n t i e n e  s o l u c i ó n  s a l i n a  e s t é r i l  y  
a n t i b i ó t i c o s / a n t i m i c ó t i c o s  ( l 0 0  U I / m l  d e  p e n i c i l i n a ,  l 0 0  mg / m l  d e  e s t r e p t o m i c i n a  
y 0 . 2 5  mg / m l  d e  a m f o t e r i c i n a  B )  a  3 0 ° C .  S e g u i d a m e n t e ,  s e  t r a n s p o r t a n  h a s t a  e l  
l a b o r a t o r i o  d e n t r o  d e  l o s  3 0  m i n u t o s  p o s t e r i o r e s  a l  s a c r i f i c i o  d e  l o s  a n i m a l e s ,  y  s e  
m a n t i e n e n  a  e s t a  t e m p e r a t u r a  d u r a n t e  4  h .  a n t e s  d e  o b t e n e r  l o s  o v o c i t o s .  
 
 
3.1.2.- Obtención y clasificación de ovocitos. 
 
 D e  l o s  o v a r i o s  r e c u p e r a d o s  e n  e l  m a t a d e r o ,  e n  e l  l a b o r a t o r i o  o b t e n e m o s  
1 8 . 5 2 4  o v o c i t o s  p o r  p u n c i ó n  d e  l o s  f o l í c u l o s  o v á r i c o s  d e  1  a  6  m m  d e  Æ  q u e  
p r e s e n t a n  s u p e r f i c i e  c l a r a  ( f o t o  1  y  T a b l a  I ) .  P a r a  e l l o ,  e l  c o n t e n i d o  f o l i c u l a r  s e  
a s p i r a  c o n  u n a  a g u j a  1 8 - g  u n i d a  a  u n a  j e r i n g a  d e  5  m l  y  s e  c o l o c a  e n  p l a c a s  d e  
c u l t i v o  e s t é r i l e s ,  d e s e c h a b l e s ,  d e  6 0  m m  d e  Æ  ( f o t o  2 ) .  
 
E l  m e d i o  d e  r e c o l e c c i ó n  u t i l i z a d o  e s  e l  T C M - 1 9 9  ( t i s s u e  c u l t u r e  m e d i u m  
1 9 9 )  h e p e s  t a m p o n a d o  s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e .  E l  d í a  d e  s u  u t i l i z a c i ó n  
s e  a d i c i o n a n  1 0 %  d e  s u e r o  f e t a l  b o v i n o  ( S F B ) ,  0 . 2  m M  d e  p i r u v a t o  d e  s o d i o  y   
5 0  mg / m l  d e  s u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a .  
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 U n a  v e z  o b t e n i d o s  l o s  o v o c i t o s ,  s e  s e l e c c i o n a n  b a j o  m i c r o s c o p i o  
e s t e r e o s c ó p i c o  a  x 5 0  ( N i k o n  m o d e l o  S M Z 2 B )  e v a l u a n d o  s u  a p a r i e n c i a  g e n e r a l ,  
c i t o p l a s m a  y  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  q u e  l o s  r o d e a n .  A q u e l l o s  o v o c i t o s  q u e  e s t é n  
c o m p l e t a m e n t e  r o d e a d o s  p o r  3  o  m á s  c a p a s  c o m p a c t a s  d e  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  y  
p r e s e n t e n  o v o p l a s m a s  h o m o g é n e o s ,  s e  c l a s i f i c a n  c o m o  a p t o s  y  s e  s e l e c c i o n a n  
p a r a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  ( f o t o  3 ) .  P o r  e l  c o n t r a r i o ,  a q u e l l o s  q u e  e s t é n  r o d e a d o s  
p o r  m e n o s  d e  3  e s t r a t o s  d e  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s ,  c ú m u l u s  n o  c o m p a c t o  y  
p r e s e n t e n  o v o p l a s m a s  h e t e r o g é n e o s  o  p i c n ó t i c o s  s e  c l a s i f i c a n  c o m o  n o  a p t o s  y  s e  
d e s c a r t a n  p a r a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  ( f o t o  4 ) .  
 
 
3.1.3.- Cultivo in vitro de ovocitos. 
 
 E l  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  l o s  5 . 3 0 5  o v o c i t o s  s e l e c c i o n a d o s  c o m o  a p t o s      
( t a b l a  I )  p a r a  e l  c u l t i v o ,  s e  r e a l i z a  e n  m i c r o g o t a s  d e  1 0 0  µ l .  d e  m e d i o  d e  
m a d u r a c i ó n  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e .  E l  d í a  d e  s u  u t i l i z a c i ó n ,  
s e  a d i c i o n a n  0 . 5  mg / m l  d e  F S H  o v i n a ,  5  mg / m l  L H  o v i n a ,  1  mg / m l  d e  1 7 ß  
e s t r a d i o l ,  2 5  m M  d e  p i r u v a t o  d e  s o d i o ,  l 0  %  d e  S F B  y  5 0  mg / m l  d e  s u l f a t o  d e  
g e n t a m i c i n a .  
 
 L a s  m i c r o g o t a s  s e  p r e p a r a n  e n  p l a c a s  d e  c u l t i v o  e s t é r i l e s  d e s e c h a b l e s ,  d e  
6 0  m m  d e  Æ  y  s e  c u b r e n  c o n  6  m l  d e  a c e i t e  d e  p a r a f i n a .  S e g u i d a m e n t e ,  l a s  p l a c a s  
s e  c o l o c a n  e n  c á m a r a  d e  c u l t i v o  ( H e r a e u s  m o d e l o  5 0 6 1  E C / O 2 )  c o n  a t m ó s f e r a  
h u m i d i f i c a d a  a  3 9 ° C  y  5 %  d e  C O 2  e n  a i r e  d u r a n t e  2  h o r a s  ( t i e m p o  d e  e q u i l i b r i o )  
a n t e s  d e  c o l o c a r  l o s  o v o c i t o s  s e l e c c i o n a d o s .  P o s t e r i o r m e n t e ,  s e  c o l o c a n  d e  1 0  a  
1 5  o v o c i t o s  e s c o g i d o s  p o r  m i c r o g o t a  d e  1 0 0  µ l .  L a  m a d u r a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  s e  
r e a l i z a  e n  c á m a r a  d e  c u l t i v o  c o n  a t m ó s f e r a  h u m i d i f i c a d a  a  3 9  ° C  y  5 %  d e  C O 2  e n  
a i r e  d u r a n t e  2 4  h o r a s .  
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 Finali z a d o  e l  p e r í o d o  d e  c u l t i v o ,  e l  g r a d o  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  s e  
d e t e r m i n a  e n  u n a  m u e s t r a  t o t a l  d e  1 8 0  o v o c i t o s  t o m a d a  a l  a z a r  ( t a b l a  I I I ) .  D e  l a  
m u e s t r a  d e  o v o c i t o s ,  s e  e v a l ú a  e l  g r a d o  d e  e x p a n s i ó n  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  y  
p o s t e r i o r m e n t e  e s t a s  c é l u l a s  s e  q u i t a n  e n  f o r m a  m e c á n i c a  p o r  a s p i r a c i ó n .  
S e g u i d a m e n t e ,  l o s  o v o c i t o s  d e n u d a d o s  s e  f i j a n  e n  e t a n o l : á c i d o  a c é t i c o  ( 3 : 1  v / v )  y  
s e  t i ñ e n  c o n  a c e t o - o r c e i n a  a l  1 %  p a r a  l a  e v a l u a c i ó n  m i c r o s c ó p i c a  a  x 4 0 0  ( Z e i s s  
m o d e l o  a x i o v e r t  1 3 5 )  d e l  p r i m e r  c o r p ú s c u l o  p o l a r  y  l a  m e t a f a s e  I I .  A q u e l l o s  
o v o c i t o s  q u e  p r e s e n t e n  e l  p r i m e r  c o r p ú s c u l o  p o l a r  y  s e  e n c u e n t r e n  e n  e s t a d i o  d e  
m e t a f a s e  I I ,  s e  c o n s i d e r a n  m a d u r a d o s  ( f o t o s  5  y  6 ) .  
 
 
3.2.- Fertilización in vitro de ovocitos. 
 
 P a r a  l a  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s ,  s e  n e c e s i t a n  l a s  s i g u i e n t e s  
e t a p a s :  p r e p a r a c i ó n  d e l  s e m e n  d e  t o r o  y  c o c u l t i v o  d e  e s t e ,  c o n  l o s  o v o c i t o s .  
 
 
3.2.1.- Preparación del semen de toro.
 
 S e  u t i l i z a n  4 0  d ó s i s  d e  s e m e n  b o v i n o  c o n g e l a d o  e n  p e l l e t s ,  p e r t e n e c i e n t e s  
a l  m i s m o  e y a c u l a d o  d e l  t o r o  d e  n o m b r e  “ I n v e s t o r ”  d e  r a z a  l e c h e r a  H o l a n d o  
A r g e n t i n o .  E l  p e l l e t  d e  s e m e n  s e  d e s c o n g e l a  e n  1  m l  d e  m e d i o  B . O .  a  3 7 ° C  
d u r a n t e  3 0  s e g u n d o s .  S e g u i d a m e n t e ,  s e  p r o c e d e  a  d e t e r m i n a r  s u  c a l i d a d ,  
r e a l i z a n d o  l a s  s i g u i e n t e s  e v a l u a c i o n e s  e n  m u e s t r a s  t o m a d a s  a l  a z a r  d e l  s e m e n  
d e s c o n g e l a d o :  m o t i l i d a d  i n d i v i d u a l  e n  p l a t i n a  t é r m i c a  a  3 7 ° C ,  y  r e l a c i ó n  
v i v o s / m u e r t o s  d e t e r m i n a d a  c o n  l a  t é c n i c a  e o s i n a - n i g r o s i n a .   
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 U n a  v e z  d e t e r m i n a d a  l a  c a l i d a d  d e l  s e m e n ,  s e  p r o c e d e  a l  l a v a d o  p o r  
c e n t r i f u g a c i ó n  a  5 0 0  g .  d u r a n t e  1 0  m i n ,  ( S o r v a l l ®  m o d e l o  R C / 5 B )  e n  m e d i o  B . O  
m o d i f i c a d o  p H  7 . 4  y  s u p l e m e n t a d o  c o n  3 . 8 8  m g / m l  d e  c a f e i n a - b e n z o a t o  d e  s o d i o  
y  0 . 0 2  m g / m l  d e  h e p a r i n a  s a l  s ó d i c a .  E l  p e l l e t  r e s u l t a n t e  s e  d i l u y e  e n  m e d i o  B . O .  
m o d i f i c a d o  y  s u p l e m e n t a d o  c o n  2 0  m g / m l  d e  a l b ú m i n a  s é r i c a  b o v i n a  ( l i b r e  d e  
á c i d o s  g r a s o s )  y  1 . 8  m g / m l  d e  l a c t a t o  d e  c a l c i o  h a s t a  o b t e n e r  u n a  c o n c e n t r a c i ó n  
f i n a l  a p r o x i m a d a  d e  1 . 5  x  1 0 6  e s p e r m a t o z o i d e s / m l .  
 
D i c h o  p r e p a r a d o ,  s e  m a n t i e n e  e n  l a  c á m a r a  d e  c u l t i v o  1 0  m i n u t o s  a n t e s  d e  
c o l o c a r  l o s  o v o c i t o s  h a s t a  u n  m á x i m o  d e  3 0  m i n u t o s .  P o s t e r i o r m e n t e ,  s e  p r e p a r a n  
l a s  m i c r o g o t a s  d e  i n s e m i n a c i ó n  d e  1 0 0  µ l  d e  l a  p r e p a r a c i ó n  d e  e s p e r m a t o z o i d e s  
d e  t o r o  e n  p l a c a s  d e  c u l t i v o  e s t é r i l e s  d e s a c h a b l e s ,  d e  6 0  m m  d e  Æ .  L a s  
m i c r o g o t a s  s e  r e c u b r e n  c o n  6  m l  d e  a c e i t e  d e  p a r a f i n a  y  l a s  p l a c a s  s e  c o l o c a n  e n  
a t m ó s f e r a  h u m i d i f i c a d a  a  3 9 ° C  y  5  %  d e  C O 2  e n  a i r e .  
 
 
3.2.2.- Cocultivo de los ovocitos con las células espermáticas. 
 
A n t e s  d e  t r a n s c u r r i d o s  3 0  m i n u t o s  d e  l a  p r e p a r a c i ó n  d e l  s e m e n ,  l o s  5 . 1 2 5  
o v o c i t o s  c u l t i v a d o s  y  m a d u r a d o s  i n  v i t r o  ( 5 . 3 0 5  o v o c i t o s  a p t o s  m e n o s  1 8 0  
o v o c i t o s  t o m a d o s  c o m o  m u e s t r a  p a r a  e v a l u a r  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o )  s e  l a v a n  3  
v e c e s  e n  m e d i o  B . O .  s u p l e m e n t a d o  c o n  2 0  m g / m l  d e  a l b ú m i n a  s é r i c a  b o v i n a  
( l i b r e  d e  á c i d o s  g r a s o s ) .  S e g u i d a m e n t e ,  d e  1 0  a  1 5  d e  e s t o s  o v o c i t o s  
s e l e c c i o n a d o s  s e  t r a n s f i e r e n  a  l a s  m i c r o g o t a s  d e  s e m e n  p r e p a r a d o .  E l  c o c u l t i v o  d e  
l o s  o v o c i t o s  y  l a s  c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s  s e  r e a l i z a  d u r a n t e  8  h .  e n  c á m a r a  d e  
c u l t i v o  c o n  a t m ó s f e r a  h u m i d i f i c a d a  a  3 9  ° C  y  5  %  d e  C O 2  e n  a i r e .  
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D i e c i o c h o  h o r a s  d e s p u é s  d e  f i n a l i z a d o  e l  p e r i o d o  d e  f e r t i l i z a c i ó n ,  s e  t o m a  
a l  a z a r  u n a  m u e s t r a  d e  1 8 0  o v o c i t o s  c o c u l t i v a d o s  c o n  s e m e n  d e  t o r o  ( t a b l a  I V ) ,   a  
e f e c t o s  d e  d e t e r m i n a r  e l  g r a d o  d e  f e r t i l i z a c i ó n  a l c a n z a d o .  A  t a l  f i n ,  s o n  s e p a r a d o s  
d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  q u e  l o s  r o d e a n  e n  f o r m a  m e c á n i c a ,  m e d i a n t e  r e p e t i d a s  
a s p i r a c i o n e s  a  t r a v é s  d e  u n a  f i n a  p i p e t a  d e  v i d r i o .  S e g u i d a m e n t e ,  s e  f i j a n  e n  
e t a n o l : á c i d o  a c é t i c o  ( 3 : 1  v / v )  y  p o s t e r i o r m e n t e  s e  t i ñ e n  t o d a s  l a s  m u e s t r a s  c o n  
a c e t o - o r c e i n a  a l  1 %  p a r a  l a  e v a l u a c i ó n  m i c r o s c ó p i c a  a  x 4 0 0 .   
 
 D e  e s t e  m o d o ,  s e  c o n s i d e r a n  f e r t i l i z a d o s ,  a q u e l l o s  o v o c i t o s  q u e  p r e s e n t e n  
e m i s i ó n  d e l  s e g u n d o  c u e r p o  p o l a r ,  p r o n ú c l e o  m a s c u l i n o  y  f e m e n i n o  y  f r a g m e n t o  
d e  c o l a  e s p e r m á t i c a .  A s i m i s m o ,  s e  c o n s i d e r a n  p o l i s p é r m i c o s  a q u e l l o s  o v o c i t o s  
q u e  p r e s e n t e n  m a s  d e  d o s  p r o n ú c l e o s .  V e r  f o t o s  7  y 8.  
 
 
3.3.- Desarrollo in vitro de presuntos cigotos y embriones. 
 
 P a r a  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  l o s  p r e s u n t o s  c i g o t o s  y  e m b r i o n e s  s e  
n e c e s i t a n  d o s  e t a p a s :  p r e p a r a c i ó n  d e  l a s  c é l u l a s  o v i d u c t a l e s  y  c o c u l t i v o  i n  v i t r o  
d e  l o s  p r e s u n t o s  c i g o t o s  y  e m b r i o n e s  c o n  c é l u l a s  o v i d u c t a l e s  ( B O E C ) .  
 
 
3.3.1.- Preparación de células oviductales (BOEC). 
 
 P a r a  e l l o ,  e m p l e a m o s  4 0  o v i d u c t o s  c u y o  o v a r i o  i p s i l a t e r a l  p r e s e n t a b a  
f o l í c u l o  p r e o v u l a t o r i o  o  c u e r p o  h e m o r r á g i c o  ( f o t o  9 ) .  L o s  o v i d u c t o s  s o n  
c o l e c t a d o s  e n  e l  m a t a d e r o  N u e v a  E s c o c i a ,  s i t o  e n  l a  c i u d a d  d e  L u i s  G u i l l ó n ,  
p a r t i d o  d e  M o n t e  G r a n d e ,  B u e n o s  A i r e s ,  A r g e n t i n a ,  y  t r a n s p o r t a d o s  a l  
l a b o r a t o r i o  e n  n e v e r a  c o n  h i e l o ,  d e n t r o  d e  l o s  3 0  m i n u t o s  p o s t e r i o r e s  a l  s a c r i f i c i o  
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d e  l o s  a n i m a l e s .  L o s  o v i d u c t o s  s e  l a v a n  3  v e c e s  e n  s o l u c i ó n  s a l i n a  e s t é r i l  y  s e  
l i m p i a n  d e  l o s  t e j i d o s  d e  s o s t é n .  
 
 L a s  c é l u l a s  B O E C  s o n  e x t r a í d a s  p o r  c o m p r e s i ó n  d e l  o v i d u c t o  c o n  u n  
p o r t a o b j e t o s  d e  v i d r i o ,  d e s d e  l a  r e g i ó n  d e l  i n f u n d í b u l o  h a c i a  e l  í s t m o  ( f o t o  1 0 ) .  E l  
t e j i d o  e x t r a í d o  s e  t r a n s f i e r e  a  t u b o s  c ó n i c o s  e s t é r i l e s  d e s e c h a b l e s  d e  1 0  m l  d e  
c a p a c i d a d .  S e g u i d a m e n t e ,  s e  a d i c i o n a n  8  m l  d e  m e d i o  T C M - 1 9 9  h e p e s  
t a m p o n a d o  y  s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e ,  1 0 %  d e  S F B  y  
a n t i b i ó t i c o s / a n t i m i c ó t i c o s  ( l 0 0  U I / m l  d e  p e n i c i l i n a ,  l 0 0  mg / m l  d e  e s t r e p t o m i c i n a  
y  0 . 2 5  mg / m l  d e  a m f o t e r i c i n a  B )  y  s e  l a v a  3  v e c e s  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n  a  5 0 0  g .  
d u r a n t e  1 0  m i n .  D e s p u é s  d e  c a d a  l a v a d o ,  e l  p e l l e t  s e  d i s o c i a  m e d i a n t e  r e p e t i d a s  
a s p i r a c i o n e s  u t i l i z a n d o  u n a  a g u j a  2 0 - g .  u n i d a  a  u n a  j e r i n g a  d e  1 0  m l ,  a m b o s  
e s t é r i l e s  ( f o t o  1 1 ) .  
 
D e s p u é s  d e l  ú l t i m o  l a v a d o ,  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  c é l u l a s  B O E C  e s  a j u s t a d a  
a  1 : 2 0  ( v / v )  u t i l i z a n d o  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e ,  1 0 %  d e  
SFB y 50 mg / m l  d e  s u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a .  P o s t e r i o r m e n t e ,  s e  c o l o c a n  5  m l  d e  
e s t a  p r e p a r a c i ó n  e n  p l a c a s  d e  c u l t i v o  d e  6 0  m m  d e  Æ  e s t é r i l e s  y  d e s e c h a b l e s .  
 
 E l  c u l t i v o  d e  l a s  c é l u l a s  B O E C  s e  r e a l i z a  d u r a n t e  4 8  h .  e n  c á m a r a  d e  
c u l t i v o  c o n  a t m ó s f e r a  h u m i d i f i c a d a  a  3 9 ° C  y  5  %  d e  C O 2  e n  a i r e .  F i n a l i z a d o  e l  
p e r í o d o  d e  c u l t i v o ,  e s t a s  c é l u l a s  f o r m a n  v e s í c u l a s  l a s  c u a l e s  s e  u t i l i z a n  c o m o  
a g e n t e  p a r a  e l  c o c u l t i v o  c o n  l o s  p r e s u n t o s  c i g o t o s  y  e m b r i o n e s  ( f o t o  1 2 ) .  
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3.3.2.- Cocultivo in vitro de presuntos cigotos y embriones con 
células BOEC.  
 
 D e s p u é s  d e l  p e r i o d o  d e  f e r t i l i z a c i ó n ,  4 . 9 4 5  o v o c i t o s  ( 5 . 1 2 5  c o c u l t i v a d o s  
c o n  e s p e r m a t o z o i d e s  m e n o s  1 8 0  o v o c i t o s  t o m a d o s  c o m o  m u e s t r a  p a r a  e v a l u a r  
fer t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o )  s e  l a v a n  3  v e c e s  e n  m e d i o  T C M - 1 9 9  h e p e s  t a m p o n a d o  y  
s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e ,  1 0 %  d e  s u e r o  f e t a l  b o v i n o  y  5 0  m g / m l  d e  
s u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a  y  s e  t r a n s f i e r e n  a l  m e d i o  d e  d e s a r r o l l o .  
 
E l  m e d i o  d e  d e s a r r o l l o ,  c o n s i s t e  e n  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  
s a l e s  d e  E a r l e ,  1 0 %  d e  s u e r o  f e t a l  b o v i n o ,  5 0  mg / m l  d e  s u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a  y  
d e  2 0  a  2 5  v e s í c u l a s  d e  c é l u l a s  B O E C .  E l  c u l t i v o  i n  v i t r o ,  d e  1 0  a  1 5  c i g o t o s  o  
e m b r i o n e s  p o r  m i c r o g o t a  d e  1 0 0  µ l  d e  m e d i o  d e  d e s a r r o l l o ,  s e  r e a l i z a  e n  c á m a r a  
d e  c u l t i v o  c o n  a t m ó s f e r a  h u m i d i f i c a d a  a  3 9 ° C  y  5  %  d e  C O 2  e n  a i r e  ( f o t o  1 3 ) .   
 
 
3.4.- Cultivo in vitro de embriones con antisuero H-Y.
 
 U n a  v e z  q u e  l o s  c i g o t o s  h a n  s i d o  c o c u l t i v a d o s ,  h a n  e v o l u c i o n a d o  a  f o r m a s  
e m b r i o n a r i a s  d e s a r r o l l a d a s  i n  v i t r o .  E s t o s  e m b r i o n e s  s o n  o b j e t o  d e  e s t u d i o  p a r a  
d e t e r m i n a r  l a  p o s i b i l i d a d  d e  s e r  s e x a d o s  e n  d i f e r e n t e s  e s t a d i o s  d e l  d e s a r r o l l o .  D e  
e s t e  m o d o ,  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  s e  r e a l i z a  m e d i a n t e  e l  c o c u l t i v o  d e  l o s  
e m b r i o n e s  c o n  c é l u l a s  B O E C  e n  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  y  q u e  a d e m á s  
c o n t i e n e  a n t i c u e r p o s  H - Y  o b t e n i d o s  e n  e l  s u e r o  d e  r a t a s  i n m u n i z a d a s  d e  l a  c e p a  
W i s t a r  y  s u e r o  d e  c o b a y o  q u e  s e  u t i l i z a  c o m o  c o m p l e m e n t o .  
 
A  t a l  f i n ,  e l  t o t a l  d e  2 . 0 7 6  e m b r i o n e s  o b t e n i d o s  e n  l o s  1 8  r e p l i c a d o s  f u e r o n  
d i s t r i b u i d o s  e n  6  e n s a y o s  p a r a  c a d a  u n o  d e  d i f e r e n t e s  g r u p o s ,  d e t e r m i n a d o s  
s e g ú n  l a s  h o r a s  t r a n s c u r r i d a s  d e s d e  e l  c o c u l t i v o  c o n  l a s  c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s       
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i n  v i t r o .  D e  e s t e  m o d o  l o s  g r u p o s  c o n f o r m a d o s  s o n :  e l  g r u p o  d e  4 - 8  c é l u l a s  d e  
4 9 3  e m b r i o n e s  ( t a b l a  V I I )  a  l a s  4 8  h o r a s ;  e l  g r u p o  d e  m e n o s  d e  3 2  c é l u l a s  d e  7 5 8  
e m b r i o n e s  ( t a b l a  V I I I )  a  l a s  9 6  h o r a s  y  e l  g r u p o  d e  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  d e  8 2 5  
e m b r i o n e s  ( t a b l a  I X )  a  l a s  1 2 0  h o r a s .   
 
 A  s u  v e z ,  t o d o s  l o s  e m b r i o n e s  d e  e s t o s  t r e s  g r u p o s  s e  r e p a r t e n  e n  i g u a l  
n ú m e r o  y  a l  a z a r  e n  c u a t r o  s u b g r u p o s  ( C o n t r o l  I :  n = 1 2 3 ,  1 8 9  y  2 0 7 ;  C o n t r o l  I I :  
n =  1 2 3 ,  1 8 9  y  2 0 5 ;  C o n t r o l  I I I :  n =  1 2 3 ,  1 9 0  y  2 0 6  y  T r a t a d o s :  n =  1 2 4 ,  1 9 0  y  2 0 7  
p a r a  l o s  g r u p o s  d e  4 - 8 ,  < 3 2  y  > 3 2  c é l u l a s )  a  f i n  d e  e v a l u a r ,  d e  m a n e r a  i n d i v i d u a l  
o  c o n j u n t a ,  e l  e f e c t o  d e  l o s  d i f e r e n t e s  c o m p o n e n t e s  d e l  m e d i o  d e  c u l t i v o  p a r a  l a  
d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o .  
 
 D e  e s t a  m a n e r a ,  l o s  e m b r i o n e s  d e l  s u b g r u p o  Control I s e  c o c u l t i v a n  c o n  
c é l u l a s  B O E C ,  e n  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e ,  1 0 %  d e  
SFB y 50 mg . / m l .  d e  s u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a .  
 
 El Control II -s u e r o  d e  c o b a y o -  s e  c o c u l t i v a n  c o n  c é l u l a s  B O E C ,  e n  
6 6 , 6 6 %  ( v / v )  d e  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e ,  1 0 %  d e  S F B ,  
5 0  mg / m l  d e  s u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a  y  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  d e  s u e r o  d e  c o b a y o  d i l u i d o  
1 / 3  e n  m e d i o  T C M - 1 9 9  u t i l i z a d o  c o m o  c o m p l e m e n t o .  
 
 El Control III -a n t i s u e r o  H - Y -  s e  c o c u l t i v a n  c o n  c é l u l a s  B O E C ,  e n  
6 6 , 6 6 %  ( v / v )  d e  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e ,  1 0 %  d e  S F B ,  
5 0  mg / m l  d e  s u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a  y  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  d e  a n t i s u e r o  H - Y  d i l u i d o  1 / 5  
e n  m e d i o  T C M - 1 9 9 .  
 
 El  Tratados s e  c o c u l t i v a n  c o n  c é l u l a s  B O E C ,  e n  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  d e  m e d i o  
TCM - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e ,  1 0 %  d e  S F B ,  5 0  m g / m l  d e  s u l f a t o  d e  
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g e n t a m i c i n a ,  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  d e  s u e r o  d e  c o b a y o  d i l u i d o  1 / 3  e n  m e d i o  T C M - 1 9 9  y  
3 3 , 3 3 %  ( v / v )  d e  a n t i s u e r o  H - Y  d i l u i d o  1 / 5  e n  m e d i o  T C M - 1 9 9 .   
 
 T o d o s  l o s  c u l t i v o s  d e  l o s  e m b r i o n e s  p e r t e n e c i e n t e s  a  l o s  g r u p o s  ( 4 - 8 ,  
m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s )  y  s u b g r u p o s  ( C o n t r o l e s  I ,  I I ,  I I I  y  T r a t a d o s )  s e  
r e a l i z a n  e n  m i c r o g o t a s  d e  1 0 0  µ l ,  c o l o c a d a s  e n  p l a c a s  e s t é r i l e s  d e s e c h a b l e s  d e  6 0  
m m  d e  Æ ,  d u r a n t e  2 4  h .  e n  c á m a r a  d e  c u l t i v o  c o n  a t m ó s f e r a  h u m i d i f i c a d a  a       
3 9  ° C  y  5  %  d e  C O 2  e n  a i r e .  V e r  f o t o  1 4 , 1 5  y  1 6 .  
 
 
3.5.- Determinación del sexo a través de los niveles de 
citotoxicidad del antisuero H-Y. 
 
 L a  e v a l u a c i ó n  d e  l o s  n i v e l e s  d e  c i t o t o x i c i d a d  o b t e n i d o s  e n  l o s  
d i f e r e n t e s  g r u p o s  e x p e r i m e n t a l e s ,  s e  d e t e r m i n a  d e  a c u e r d o  d e l  g r a d o  d e  
d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  a l c a n z a d o  y  a p a r i e n c i a  m o r f o l ó g i c a .  L o s  g r u p o s  
e x p e r i m e n t a l e s  e s t á n  c o n f o r m a d o s  p o r  e l  g r u p o  d e  4 - 8  c é l u l a s  d e  4 9 3  e m b r i o n e s  
( t a b l a  V I I )  a  l a s  4 8  h o r a s ;  e l  g r u p o  d e  m e n o s  d e  3 2  c é l u l a s  d e  7 5 8  e m b r i o n e s  
( t a b l a  V I I I )  a  l a s  9 6  h o r a s  y  e l  g r u p o  d e  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  d e  8 2 5  e m b r i o n e s  
( t a b l a  I X )  a  l a s  1 2 0  h o r a s .  S o n  c o n s i d e r a d o s  c o m o  a f e c t a d o s  ( H - Y +  ó  m a c h o s )  
a q u e l l o s  e m b r i o n e s  q u e  p r e s e n t e n  r e t a r d o  e n  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  o  d e g e n e r a c i ó n  
d e  u n a  o  m á s  b l a s t ó m e r a s .  P o r  e l  c o n t r a r i o ,  a q u e l l o s  e m b r i o n e s  q u e  n o  p r e s e n t a n  
r e t a r d o  e n  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  n i  d e g e n e r a c i ó n  d e  u n a  o  m á s  b l a s t ó m e r a s ,  s o n  
c o n s i d e r a d o s  c o m o  n o  a f e c t a d o s  ( H - Y –  ó  h e m b r a s ) .  V e r  f o t o s  1 7  y  1 8 .   
 
A  e f e c t o s  d e  c o m p r o b a r  l a  r e l a c i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  n i v e l e s  d e  c i t o t o x i c i d a d  
o b t e n i d o s  y  e l  s e x o  d e  l o s  e m b r i o n e s  s o m e t i d o s  a l  a n t i s u e r o ,  s e  p r o c e d e  a  e v a l u a r  
e l  s e x o  d e  l o s  m i s m o s  a  t r a v é s  d e l  c a r i o t i p o .  P a r a  e l l o ,  u n a  v e z  f i n a l i z a d o  e l  
p e r í o d o  d e  c u l t i v o  e n  c a d a  u n o  d e  l o s  g r u p o s  y  s u b g r u p o s  e x p e r i m e n t a l e s          
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( 4 - 8 ,  m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s ;  C o n t r o l e s  I ,  I I ,  I I I  y  T r a t a d o s ) ,  l o s  
e m b r i o n e s  A L T +  y  A L T -  s o n  t r a n s f e r i d o s  a  m i c r o g o t a s  d e  1 0 0  ml  d e  m e d i o  
TCM - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  s a l e s  d e  E a r l e  a l  q u e  s e  a d i c i o n a  1 0 %  d e  S F B ,  5 0  
mg / m l  d e  s u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a  y  c o l c h i c i n a  a  u n a  c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  d e  0 . 1 6  
mg / m l  y  c o l o c a d o s  e n  p l a c a s  e s t é r i l e s  d e s e c h a b l e s  d e  6 0  m m  d e  Æ .                    
L o s  e m b r i o n e s  f u e r o n  m a n t e n i d o s  d u r a n t e  8  h .  e n  i n c u b a d o r  c o n  a t m ó s f e r a  
h u m i d i f i c a d a  a  3 9  ° C  y  5  %  d e  C O 2  e n  a i r e .   
 
A  c o n t i n u a c i ó n ,  t o d o s  l o s  e m b r i o n e s  s o n  c o l o c a d o s  e n  1  m l  d e  s o l u c i ó n  
h i p o t ó n i c a  c o m p u e s t a  p o r  c i t r a t o  t r i s ó d i o  d i h i d r a t a d o  a l  1 % ,  a  t e m p e r a t u r a  
a m b i e n t e  ( 2 0  a  3 0 º C )  d u r a n t e  2 0  m i n u t o s .  S e g u i d a m e n t e ,  s o n  t r a n s f e r i d o s  c o n  u n  
f i n o  c a p i l a r  d e  v i d r i o  p a r a  s e r  f i j a d o s  c o n  s o l u c i ó n  c o m p u e s t a  p o r  1  p a r t e  d e  
m e t a n o l  y  1  p a r t e  d e  á c i d o  a c é t i c o  g l a c i a l  a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  d u r a n t e  1 0  
m i n u t o s .  P o s t e r i o r m e n t e ,  y  u t i l i z a n d o  e l  m i s m o  p r o c e d i m i e n t o  a n t e r i o r ,  s o n  
m a n t e n i d o s  e n  f i j a c i ó n  c o n  s o l u c i ó n  c o m p u e s t a  p o r  3  p a r t e  d e  m e t a n o l  y  1  p a r t e  
d e  á c i d o  a c é t i c o  g l a c i a l ,  a  4 º C  d u r a n t e  1 2  h .   
 
F i n a l m e n t e ,  l o s  e m b r i o n e s  s o n  c o l o c a d o s  e n  p o r t a o b j e t o s  l i m p i o s  y  
d e s e n g r a s a d o s  y  c o l o r e a d o s  a ñ a d i e n d o  s o l u c i ó n  d e  G i e m s a  a l  1 0 %  e n  b u f f e r  
f o s f a t o  S o r e m s e n  p H  6 . 8 .  T r a n s c u r r i d o s  1 0  m i n ,  l o s  p o r t a o b j e t o s  s o n  l a v a d o s  
r e p e t i d a s  v e c e s  c o n  a g u a  d e s t i l a d a  y  e x a m i n a d o s  b a j o  m i c r o s c o p i o  c o n  o b j e t i v o  
d e  i n m e r s i ó n  x 1 0 0 .   
 
L a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  d e  l o s  d i f e r e n t e s  g r u p o s  y  s u b g r u p o s  d e  
embriones ALT+ y ALT - ,  s e  c o r r o b o r a  m e d i a n t e  l a  v i s u a l i z a c i ó n  d e  l o s  
c r o m o s o m a s  s e x u a l e s .  S e  d i a g n o s t i c a n  c o m o  h e m b r a s  l a  o b s e r v a c i ó n  d e  2  
c r o m o s o m a s  X  y  m a c h o s ,  l a  o b s e r v a c i ó n  d e  u n  c r o m o s o m a  X  y  u n o  Y  e n  e l  t o t a l  
d e  6 0  c r o m o s o m a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  e s p e c i e  b o v i n a  ( f o t o s  1 9  y  2 0 ) .  
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3.6.- Material utilizado. 
 
E l  p r e s e n t e  e s t u d i o  s e  r e a l i z a  e n  l a s  d e p e n d e n c i a s  d e l  P r o g r a m a  d e  
B i o t e c n o l o g í a s  A p l i c a d a s  e n  R e p r o d u c c i ó n  A n i m a l  d e  l a  F a c u l t a d  d e  C i e n c i a s  
A g r a r i a s - U n i v e r s i d a d  N a c i o n a l  d e  L o m a s  d e  Z a m o r a ,  B u e n o s  A i r e s ,  A r g e n t i n a .  
 
3.6.1.- Equipamiento. 
 
E n  f u n c i ó n  d e  l a  m e t o d o l o g í a  d e s c r i t a ,  u t i l i z a m o s  e l  s i g u i e n t e  
e q u i p a m i e n t o :  
 
Mantenimiento de los ovarios en el laboratorio. 
 
B a ñ o  t e r m o s t á t i c o  D a l v o ,  m o d e l o  B M K / 3 .  
 
Selección y clasificación de los ovocitos. 
 
M i c r o s c o p i o  e s t e r e o s c ó p i c o  N i k o n ,  m o d e l o  S M Z 1 B .  P l a t i n a  t é r m i c a  
d e  m e s a  P r e c y t e c .  
 
Maduración y fertilización in vitro de ovocitos y cultivo de cigotos 
y embriones. 
 
C á m a r a  d e  c u l t i v o  c o n  a t m ó s f e r a  c o n t r o l a d a  ( N 2 ,  O 2 ,  H 2  y  h u m e d a d )  
H e r a e u s ,  m o d e l o  5 0 6 1 E C / O 2 .  
 
Recuento de células espermáticas. 
 
C á m a r a  d e  N e u b a h u e r .  
M i c r o s c o p i o  P o l a n d ,  m o d e l o  M P 3 .  
 
Conservación del semen congelado. 
 
T e r m o  d e  n i t r ó g e n o  l í q u i d o  M V E ,  m o d e l o  O m e g a  EM - 3 2 .  
T e r m o  d e  n i t r ó g e n o  l í q u i d o  L \ r q u o t e  A i r  L i q u i d e ,  m o d e l o  B T  3 4 ª .  
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Centrifugación de las preparaciones. 
 
C e n t r í f u g a  r e f r i g e r a d a  S o r v a l l ,  m o d e l o  R C / 5 B .  
 
Condiciones de asepsia y esterilidad de medios de cultivo y 
cultivos en general. 
 
C a b i n a  d e  f l u j o  l a m i n a r  F i l t r a r .  
 
Preparación de los diferentes medios de utilizados. 
 
M e d i d o r  d e  p H  P a r s e c ,  m o d e l o  F . B . R .  
T e r m o a g i t a d o r  P r e c y t e c  .  
V ó r t e x  P r e c y t e c .  
B a l a n z a  d e  p r e c i s i ó n  M e t t l e r ,  m o d e l o  C H 8 6 0 8 .  
 
Elaboración de capilares de vidrio. 
 
M i c r o f o r j a  N a r i s h i g e .  
 
Observación de cultivos celulares, ovocitos, cigotos y embriones. 
 
M i c r o s c o p i o  Z e i s s ,  m o d e l o  A x i o v e r t  1 3 5 .  
 
Imágenes. 
 
C á m a r a  f o t o g r á f i c a  N i k o n ,  m o d e l o  F 3 0 1 .  
 
Mantenimiento de medios de cultivo y soluciones. 
 
F r e e z e r  Z e n  ( - 2 0 º C )  d e  1 8 3  d m 3 .  
F r i g o r í f i c o  P a t r i c  ( 4 º C )  d e  2 1  p i e s .  
 
 
3.6.2.- Material de consumo. 
 
Medios de cultivo y soluciones. 
Medio TCM-199. 
 
S e  h a n  u t i l i z a d o  m e d i o s  l í q u i d o s  1 x  T C M - 1 9 9  H E P E S  t a m p o n a d o  
( G i b c o  C a t .  N º  1 2 3 4 0 . 0 3 0 )  y  T C M - 1 9 9  ( G i b c o  C a t .  N º  1 1 1 5 0 . 0 5 9 ) .  
A m b o s  m e d i o s  d e  c u l t i v o  s e  f r a c c i o n a n  e n  a l i c u o t a s  d e  1 0  m l ,                   
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s e  e s t e r i l i z a n  p o r  f i l t r a c i ó n  ( m i l l i p o r e  0 . 2  mm )  y  s e  c o n s e r v a n  e n  
f r i g o r í f i c o  a  4 º C  d u r a n t e  u n a  s e m a n a  c o m o  m á x i m o .  
 
Medio B.O. 
 
E l  m e d i o  B . O .  s e  p r e p a r a  e n  e l  l a b o r a t o r i o  d e  a c u e r d o  a  l a  s i g u i e n t e  
f o r m u l a c i ó n  ( B r a c k e t t  y  O l i p h a n t ,  1 9 7 5 ) :  
N a C l :  6 , 5 4 5  g .  
K C l :  0 , 3 0 0  g .  
NaHCO 3 :  3 , 1 0 4  g .  
N a H 2 P O 4 H 2 O :  0 , 1 1 4  g .  
C a C l 2 2 H 2 O :  0 , 3 3 0  g .  
MgCl 2 6 H 2 O :  0 , 1 0 6  g .  
R o j o  f e n o l :  0 , 0 0 1  g .  
L a c t a t o - N a :  1 , 1 2 0  g .  
P i r u v a t o - N a :  0 , 1 3 7  g .  
S u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a :  5  mg / m l .  
A g u a  b i d e s t i l i a d a  e s t e r i l i z a d a :  c a n t i d a d  n e c e s a r i a  p a r a  1  l i t r o .  
 
U n a  v e z  p r e p a r a d o  s e  f r a c c i o n a  e n  a l i c u o t a s  d e  1 0 m l ,  s e  e s t e r i l i z a  
p o r  f i l t r a c i ó n  ( m i l l i p o r e  0 . 2  m m )  y  s e  c o n s e r v a  e n  f r i g o r í f i c o  a  4 º C  d u r a n t e  
u n a  s e m a n a  c o m o  m á x i m o .  
 
Solución de tampón Soremsen. 
 
N a 2 HPO 4  2 H 2 O :  9 , 2 5 0  g .  
KH 2 P O 4 :  6 , 5 3 0  g .  
A g u a  b i d e s t i l a d a  e n  c a n t i d a d  n e c e s a r i a  p a r a  1  l i t r o .  
 
Solución de Giemsa. 
 
S e  d i s u e l v e n  1 0  m l  d e  C o l o r a n t e  G i e m s a  ( S i g m a )  e n  1 0 0  m l  d e  
s o l u c i ó n  d e  t a m p ó n  S o r e n s e n .  
 
Solución hipotónica. 
 
C i t r a t o  t r i s ó d i c o  d i h i d r a t a d o  ( S i g m a )  a l  1 % .  S e  p r e p a r a  a n t e s  d e  
u t i l i z a r  e n  a g u a  b i d e s t i l a d a .  
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Solución de fijación. 
 
M e t a n o l - á c i d o  a c é t i c o  g l a c i a l  3 : 1  ( v / v )  o  1 : 1  ( v / v ) ,  s e g ú n  s e  u t i l i c e .  
S e  p r e p a r a  a n t e s  d e  u t i l i z a r .  
 
Suplementos utilizados. 
Suero Fetal Bovino. 
 
S u e r o  f e t a l  b o v i n o  ( S i g m a )  i n a c t i v a d o  p o r  c a l o r  ( 5 6 º C  d u r a n t e       
3 0  m i n ) .  
 
Anticuerpos policlonales  H-Y. 
 
L o s  a n t i c u e r p o s  p o l i c l o n a l e s  H - Y  s e  o b t i e n e n  e n  n u e s t r o  
l a b o r a t o r i o  d e  s u e r o s  d e  r a t a  d e  l a  c e p a  W i s t a r ,  i n m u n i z a d a s  c o n  c é l u l a s  d e  
b a z o  d e  m a c h o s  d e  l a  m i s m a  c e p a .  F i n a l i z a d o  e l  p e r i o d o  d e  i n m u n i z a c i ó n  
s e  p r o d u c e  e l  s a n g r a d o  d e  l a s  h e m b r a s  a  t r a v é s  d e l  s e n o  r e t r o - o r b i t a l .  
P o s t e r i o r m e n t e ,  d e  l a  s a n g r e  c o l e c t a d a  s e  o b t i e n e  s u e r o ,  q u e  e s  p r o c e s a d o ,  
i n a c t i v a d o  ( 5 6 º C  d u r a n t e  3 0  m i n )  y  m a n t e n i d o  a  - 2 0 º C  h a s t a  s u  u t i l i z a c i ó n  
( p a t e n t e  e n  t r á m i t e ) .  
 
Antibióticos. 
 
S o l u c i ó n  a n t i b i ó t i c a / a n t i m i c ó t i c a  ( S i g m a )  1 0 0 x  c o m p u e s t a  p o r  
p e n i c i l i n a ,  e s t r e p t o m i c i n a  y  a m f o t e r i c i n a  B .  S u l f a t o  d e  g e n t a m i c i n a  
( S i g m a ) .   
 
Albúmina sérica bovina. 
 
A l b ú m i n a  s é r i c a  b o v i n a  f r a c c i ó n  V  l i b r e  d e  á c i d o s  g r a s o s  ( S i g m a ) .  
 
Hormonas. 
 
H o r m o n a  f o l í c u l o  e s t i m u l a n t e  o v i n a  ( I C P .  I n m u n o  C h e m i c a l  
P r o d u c t s ) .   
H o r m o n a  l u t e i n i z a n t e  o v i n a  ( I C P .  I n m u n o  C h e m i c a l  P r o d u c t s ) .  
E s t r a d i o l  1 7 b  h i d r o s o l u b l e  ( S i g m a ) .  
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Material de laboratorio. 
 
U t i l i z a m o s  j e r i n g a s  y  a g u j a s  d e s e c h a b l e s  T e r u m o ,  U t i l i z a m o s  
p l a c a s  p a r a  c u l t i v o  G r e i n e r  d e s e c h a b l e s  d e  6 0  m m  d e  Æ .  U t i l i z a m o s  a g u a  
b i d e s t i l a d a  e s t e r i l i z a d a  R o u x - o c e f a .  
 
 
3.7.- Análisis de los datos obtenidos. 
 
3.7.1.- Análisis estadístico. 
 
L a s  v a r i a b l e s  m e d i d a s  y  l o s  t r a t a m i e n t o s  e s t a d í s t i c o s  e m p l e a d o s  
f u e r o n  d i f e r e n t e s  e n  c a d a  u n a  d e  l a s  e t a p a s  d e l  p r e s e n t e  e s t u d i o .  A  
c o n t i n u a c i ó n  d e t a l l a m o s  l o s  c r i t e r i o s  e m p l e a d o s  e n  c a d a  c a s o .  
 
3.7.1.1.- Maduración y fertilización in vitro de ovocitos. 
 
L a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s  c o m p r e n d e  l a  m e d i c i ó n  y  e l  
a n á l i s i s  d e  v a r i a b l e s  e n  2  e t a p a s ;  l a  o b t e n c i ó n  y  c l a s i f i c a c i ó n  d e  o v o c i t o s  y  
e l  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s  y  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s .  
 
A.- Obtención y clasificación de ovocitos. 
 
L a s  v a r i a b l e s  m e d i d a s  e n  c a d a  u n o  d e  l o s  1 8  r e p l i c a d o s  s o n :  o v a r i o s  
r e c o g i d o s  ( O V R ) ,  o v o c i t o s  a p t o s  ( O V A )  y  o v o c i t o s  n o  a p t o s  ( O V N A )  p a r a  
s e r  m a d u r a d o s  i n  v i t r o .  D e l  m i s m o  m o d o  s e  m i d i e r o n  y  a n a l i z a r o n  e l  e l  
n ú m e r o  t o t a l  d e  o v o c i t o s  p o r  o v a r i o  ( O V A / O V R )  y  e l  n ú m e r o  d e  o v o c i t o s  
a p t o s  y  n o  a p t o s  o b t e n i d o s  p o r  o v a r i o  (OVA/OVR y OVNA/OVR).  
 
M a t e r i a l  y  m é t o d o  
 68
S e  c a l c u l a r o n  l o s  e s t a d í s t i c o s  b á s i c o s  ( m e d i a  y  d e s v í o  e s t á n d a r )  d e  
l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  p a r a  l a s  v a r i a b l e s  e s t u d i a d a s  y  p o s t e r i o r m e n t e  f u e r o n  
a n a l i z a d o s  m e d i a n t e  a n á l i s i s  d e  l a  v a r i a n z a  ( A N O V A )  d e  u n a  v í a .  L a s  
d i f e r e n c i a s  f u e r o n  c o n s i d e r a d a s  s i g n i f i c a t i v a s  p a r a  p < 0 . 0 5 .  
 
B.- Cultivo in vitro de ovocitos. 
 
D e s p u é s  d e l  p e r i o d o  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o ,  l a s  v a r i a b l e s  e s t u d i a d a s  
e n  c a d a  u n o  d e  l o s  1 8  r e p l i c a d o s  s o n  o v o c i t o s  q u e  p r e s e n t a n  c ú m u l u s  
e x p a n d i d o  ( C E X ) ,  o v o c i t o s  q u e  e m i t e n  e l  p r i m e r  c u e r p o  p o l a r  e n  r e l a c i ó n  a  
a q u e l l o s  o v o c i t o s  q u e  p r e s e n t a n  c ú m u l u s  e x p a n d i d o  ( 1 º - CP/CEX) y 
o v o c i t o s  e n  l o s  q u e  s e  v i s u a l i z a  l a  m e t a f a s e  I I  e n  r e l a c i ó n  a  a q u e l l o s  
o v o c i t o s  q u e  p r e s e n t a n  c ú m u l u s  e x p a n d i d o  ( M - I I / C E X ) .  
 
S e  c a l c u l a r o n  l o s  e s t a d í s t i c o s  b á s i c o s  ( m e d i a  y  d e s v í o  e s t á n d a r )  d e  
l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  p a r a  l a s  v a r i a b l e s  e s t u d i a d a s  y  p o s t e r i o r m e n t e  f u e r o n  
a n a l i z a d o s  m e d i a n t e  A N O V A  n o  p a r a m é t r i c o  d e  K r u s k a l - W a l l i s .  L a s  
d i f e r e n c i a s  f u e r o n  c o n s i d e r a d a s  s i g n i f i c a t i v a s  p a r a  p < 0 . 0 5 .  
 
C.- Fertilización in vitro de ovocitos. 
 
E n  l a  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  l a s  v a r i a b l e s  m e d i d a s  e n  c a d a  u n o  d e  l o s  
1 8  r e p l i c a d o s  s o n  l o s  o v o c i t o s  p e n e t r a d o s  ( O V P ) ,  l o s  o v o c i t o s  e n  l o s  q u e  s e  
v i s u a l i z a n  l o s  p r o n ú c l e o s  m a s c u l i n o  y  f e m e n i n o  e n  r e l a c i ó n  a  l o s  o v o c i t o s  
p e n e t r a d o s  ( P R / O V P )  y  l o s  o v o c i t o s  e n  l o s  q u e  s e  v i s u a l i z a  p o l i s p e r m i a  e n  
r e l a c i ó n  a  l o s  o v o c i t o s  p e n e t r a d o s  ( P O L / O V P ) .  
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S e  c a l c u l a r o n  l o s  e s t a d í s t i c o s  b á s i c o s  ( m e d i a  y  d e s v í o  e s t á n d a r )  d e  
l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  p a r a  l a s  v a r i a b l e s  e s t u d i a d a s  y  p o s t e r i o r m e n t e  f u e r o n  
a n a l i z a d o s  m e d i a n t e  A N O V A  n o  p a r a m é t r i c o  d e  K r u s k a l - W a l l i s .  L a s  
d i f e r e n c i a s  f u e r o n  c o n s i d e r a d a s  s i g n i f i c a t i v a s  p a r a  p < 0 . 0 5 .  
 
 
3.7.1.2.- Desarrollo in vitro de presuntos cigotos y 
embriones. 
  
L a  v a r i a b l e  m e d i d a  e n  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  l o s  p r e s u n t o s  c i g o t o s  
y  e m b r i o n e s  o b t e n i d o s  e n  l o s  s u b g r u p o s  C o n t r o l  I ,  d e  l o s  d i f e r e n t e s  g r u p o s  
d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  ( 4 - 8 ,  m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s )  e s  
d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  a  d i f e r e n t e s  i n t e r v a l o s  d e  t i e m p o ,  a  l a s  4 8  h ;  a  l a s   
7 2  h . ;  a  l a s  9 6  h . ;  a  l a s  1 2 0  h .  y  a  l a s  1 4 4  h .  
 
S e  c a l c u l a r o n  l o s  e s t a d í s t i c o s  b á s i c o s  ( m e d i a  y  d e s v í o  e s t á n d a r )  d e  
l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  p a r a  l a s  v a r i a b l e s  e s t u d i a d a s  y  p o s t e r i o r m e n t e  f u e r o n  
a n a l i z a d o s  p o r  A N O V A  d e  u n a  v í a .  L a s  d i f e r e n c i a s  f u e r o n  c o n s i d e r a d a s  
s i g n i f i c a t i v a s  p a r a  p < 0 . 0 5 .  
 
L o s  d a t o s  o b t e n i d o s ,  t a m b i é n  s o n  e x p r e s a d o s  e n  f o r m a  d e  p o r c e n t a j e  
y  e x p r e s a n  e l  n ú m e r o  d e  e m b r i o n e s  d e s a r r o l l a d o s  e n  r e l a c i ó n  c o n  l o s  
o v o c i t o s  c o c u l t i v a d o s  c o n  l a s  c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s .  
 
 
3.7.1.3.- Cultivo in vitro de embriones con antisuero H-Y.
 
D e s p u é s  d e  l a  e v a l u a c i ó n  d e  l o s  e m b r i o n e s  c u l t i v a d o s  e n  p r e s e n c i a  o  
a u s e n c i a  d e l  a n t i c u e r p o  H - Y ,  p a r a  l o s  d i f e r e n t e s  g r u p o s  y  s u b g r u p o s  d e l  
M a t e r i a l  y  m é t o d o  
 70
d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  l a s  v a r i a b l e s  a n a l i z a d a s  f u e r o n  l o s  e m b r i o n e s  
a l t e r a d o s  ( A L T + )  y  n o  a l t e r a d o s  ( A L T - ) .   
 
S e  r e a l i z a r o n  l o s  e s t a d í s t i c o s  b á s i c o s  ( m e d i a  y  d e s v í o  e s t á n d a r )  d e  
l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  p a r a  l a s  v a r i a b l e s  e s t u d i a d a s .  L o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  p a r a  
las variables ALT+ y ALT -  d e  l o s  e m b r i o n e s  c u l t i v a d o s  e n  p r e s e n c i a  o  
a u s e n c i a  d e l  a n t i c u e r p o  H - Y ,  f u e r o n  a n a l i z a d o s  p o r  C h i - c u a d r a d o  ( c2 ) .  L a s  
d i f e r e n c i a s  f u e r o n  c o n s i d e r a d a s  s i g n i f i c a t i v a s  p a r a  p < 0 . 0 5 .  
 
 
3.7.1.4.- Determinación del sexo a través del cariotipo de los 
embriones cultivados en presencia o ausencia del 
anticuerpo H-Y. 
 
E n  e l  s e x a d o  p o r  c a r i o t i p o  d e  l o s  e m b r i o n e s  A L T +  y  A L T - ,  p a r a  l o s  
d i f e r e n t e s  g r u p o s  y  s u b g r u p o s  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  l a s  v a r i a b l e s  
a n a l i z a d a s  f u e r o n  l o s  e m b r i o n e s  m a c h o s ,  e m b r i o n e s  h e m b r a s  y  l a  r e l a c i ó n  
e n t r e  m a c h o s  y  h e m b r a s .   
 
L o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  p a r a  l a s  v a r i a b l e s  m a c h o s  y  h e m b r a s  e n  l o s  
e m b r i o n e s  c l a s i f i c a d o s  c o m o  A L T +  y  A L T - ,  f u e r o n  a n a l i z a d o s  p o r  C h i -
c u a d r a d o  ( c 2 ) .  L a s  d i f e r e n c i a s  f u e r o n  c o n s i d e r a d a s  s i g n i f i c a t i v a s  p a r a  
p < 0 . 0 5 .  L a  r e l a c i ó n  m a c h o : h e m b r a  o b t e n i d a  e n  l o s  s u b g r u p o s  c o n t r o l e s  ( I ,  
I I  y  I I I )  y  t r a t a d o s  d e  l o s  g r u p o s  4 - 8 ,  m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  
f u e r o n  c o m p a r a d a s  p o r  C h i - c u a d r a d o  ( c2 ) ,  c o n  l a  r e l a c i ó n  e s p e r a d a  1 : 1 .  
L a s  d i f e r e n c i a s  f u e r o n  c o n s i d e r a d a s  s i g n i f i c a t i v a s  p a r a  p < 0 . 0 5 .  S e  u t i l i z ó  
a n á l i s i s  d e  c o r r e l a c i ó n ,  p a r a  e s t a b l e c e r  l a  c e r t e z a  e n  l a  p r e d i c c i ó n  d e l  s e x o  
e s t a b l e c i d o  p o r  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  p o l i c l o n a l e s  H - Y y el análisis 
c i t o g e n é t i c o  d e  l o s  e m b r i o n e s .  
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3.7.2.- Software utilizado. 
 
  E l  p r o c e s a m i e n t o  d e  l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  s e  r e a l i z a  c o n  e l  p r o g r a m a  
S t a t i s t i c a  p a r a  W i n d o w s  v e r s i ó n  6 . 0 .  E l  p r o c e s a m i e n t o  d e l  t e x t o  y  l a s  f i g u r a s  s e  
r e a l i z a  c o n  e l  p r o g r a m a  W o r d  v e r s i ó n  7 . 0 .  E l  p r o c e s a m i e n t o  d e  i m á g e n e s  d e  
r e a l i z a  c o n  e l  p r o g r a m a  M i c r o s o f t  P h o t o  E d i t o r .  
  
 
4.- RESULTADOS
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   4.1.- Maduración y fertilización in vitro de ovocitos. 
 
 C o m o  s e  d e t a l l a  e n  l a  t a b l a  I ,  s o b r e  u n  t o t a l  d e  3 . 1 8 0  o v a r i o s  r e c o l e c t a d o s  
( O V R )  s e  o b t u v i e r o n  1 8 . 5 2 4  o v o c i t o s  d e  l o s  c u a l e s  5 . 3 0 5  f u e r o n  c l a s i f i c a d o s  
c o m o  a p t o s  ( O V A )  y  1 3 . 2 1 9  c o m o  n o  a p t o s  ( O V N A )  p a r a  s e r  m a d u r a d o s            
i n  v i t r o .  E l  a n á l i s i s  e s t a d í s t i c o  ( m e d i a  y  d e s v í o  e s t á n d a r )  d e  l o s  c a r a c t e r e s  
a n a l i z a d o s  ( O V R ,  O V A  y  O V N A ) ,  i n d i c a  q u e  n o  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  1 8  r e p l i c a d o s .  V e r  t a b l a  I  y  f i g u r a  1 .  
 
 D e  e s t e  m o d o ,  s e  o b t u v i e r o n  e n  t o t a l  5 . 8 6 ± 0 . 1 0  o v o c i t o s  p o r  o v a r i o  
( O V T / O V R ) ,  1 . 6 7 ± 0 . 0 7  ( 2 8 . 4 9 % )  o v o c i t o s  a p t o s  p o r  o v a r i o  ( O V A / O V R )  y  
4 . 1 9 ±  0 . 0 2  ( 7 1 . 5 0 % )  o v o c i t o s  n o  a p t o s  p o r  o v a r i o  ( O V N A / O V R )  t a b l a  I I  y  
f i g u r a  2 .  N o  s e  o b s e r v a n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  e n  O V T / O V R ,  
OVA/OVR y OVNA/OVR, entre los 18 replicados.  
 
F i n a l i z a d o  e l  p e r i o d o  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  
s e l e c c i o n a d o s ,  s e  t o m a  u n a  m u e s t r a  a l  a z a r  ( n = 1 0 )  e n  c a d a  u n o  d e  l o s  1 8  
r e p l i c a d o s .  E n  l a s  m u e s t r a s  s e l e c c i o n a d a s  s e  o b t u v i e r o n  u n  9 6 . 6 6 %  d e  o v o c i t o s  
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q u e  p r e s e n t a n  c ú m u l u s  e x p a n d i d o  ( C E X ) .  A  s u  v e z ,  d e  e s t o s  o v o c i t o s  e l  9 3 . 8 8 %  
e m i t e n  e l  p r i m e r  c o r p ú s c u l o  p o l a r  ( 1 º - C P / C E X )  y  e n  e l  9 1 . 6 6 %  d e  o v o c i t o s  s e  
v i s u a l i z a  l a  m e t a f a s e  I I  ( M - I I / C E X ) .  
 
E n  l a  t a b l a  I I I ,  s e  d e t a l l a n  l o s  v a l o r e s  y  e s t a d í s t i c o s  b á s i c o s  ( m e d i a  y  
d e s v í o  e s t á n d a r )  d e  l a s  d i f e r e n t e s  v a r i a b l e s  a n a l i z a d a s .  E l  a n á l i s i s  e s t a d í s t i c o  d e  
l o s  c a r a c t e r e s  a n a l i z a d o s ,  i n d i c a  q u e  n o  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  
( p > 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  r e p l i c a d o s .  L o s  v a l o r e s  e x p r e s a d o s  e n  p o r c e n t a j e s  
p a r a  l a s  v a r i a b l e s  a n a l i z a d a s  s e  d e t a l l a n  e n  l a  f i g u r a  3 .  
 
 D e s p u é s  d e  l a  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s ,  e n  u n a  m u e s t r a  
s e l e c c i o n a d a  a l  a z a r  ( n = 1 0 )  e n  c a d a  u n o  d e  l o s  1 8  r e p l i c a d o s ,  s e  c o n s i d e r a r o n  
p e n e t r a d o s  ( O V P )  e l  8 2 . 7 7 %  d e  l o s  o v o c i t o s .  D e  e s t o s ,  s e  v i s u a l i z a n  l o s  
p r o n ú c l e o s  m a s c u l i n o  y  f e m e n i n o  ( P R / O V P )  e n  e l  8 3 , 2 2 %  y  a  s u  v e z  e n  e l  
1 6 , 7 7 %  d e  l o s  o v o c i t o s  s e  v i s u a l i z a  p o l i s p e r m i a  ( P O L / O V P ) .   
 
E n  l a  t a b l a  I V ,  s e  d e t a l l a n  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  y  e s t a d í s t i c o s  b á s i c o s  
( m e d i a  y  d e s v í o  e s t á n d a r )  d e  l a s  d i f e r e n t e s  v a r i a b l e s  a n a l i z a d a s  e n  l o s  1 8  
r e p l i c a d o s .  E l  a n á l i s i s  e s t a d í s t i c o  d e  l o s  c a r a c t e r e s  a n a l i z a d o s ,  i n d i c a  q u e  n o  
e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  r e p l i c a d o s .  L o s  
v a l o r e s  e x p r e s a d o s  e n  p o r c e n t a j e s  p a r a  l a s  v a r i a b l e s  a n a l i z a d a s  s e  d e t a l l a n  e n  l a  
f i g u r a  4 .  
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   4.2.- Desarrollo in vitro de cigotos y embriones. 
 
 
E n  l a  t a b l a  V ,  s e  d e s c r i b e  e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  e n  6  e n s a y o s  a  
d i f e r e n t e s  i n t e r v a l o s  d e  t i e m p o ,  a  l a s  4 8  h . ;  a  l a s  7 2  h . ;  a  l a s  9 6  h . ;  a  l a s  1 2 0  h .  y  a  
l a s  1 4 4  h .  d e  l o s  p r e s u n t o s  c i g o t o s  o b t e n i d o s  e n  l o s  s u b g r u p o s  C o n t r o l  I ,  d e  l o s  
g r u p o s  4 - 8  c é l u l a s ,  m e n o s  d e  3 2 c é l u l a s  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s .   
 
A  s u  v e z ,  s e  d e t a l l a  e l  n ú m e r o  e m b r i o n e s  l o g r a d o s  y  e s t a d í s t i c o s  b á s i c o s  
( m e d i a  y  d e s v í o  e s t á n d a r )  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  v a r i a b l e  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o .  
E l  a n á l i s i s  e s t a d í s t i c o ,  i n d i c a  q u e  n o  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  
e n  e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o ,  d e n t r o  d e  l o s  d i f e r e n t e s  e n s a y o s .  E n  l a  t a b l a  V I ,  s e  
e x p r e s a n  l o s  p o r c e n t a j e s  d e  e m b r i o n e s  d e s a r r o l l a d o s  i n  v i t r o  e n  c a d a  u n o  d e  l o s  
i n t e r v a l o s  d e  t i e m p o .  
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    4.3.- Sexado de embriones. 
 
 D e s p u é s  d e  l a  e v a l u a c i ó n  d e  l o s  e m b r i o n e s  c u l t i v a d o s  e n  p r e s e n c i a  o  
a u s e n c i a  d e l  a n t i c u e r p o  H - Y ,  e n  c a d a  u n o  d e  l o s  6  e n s a y o s  r e a l i z a d o s  p a r a  l o s  
d i f e r e n t e s  g r u p o s  y  s u b g r u p o s  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o ,  l a s  v a r i a b l e s  
a n a l i z a d a s  f u e r o n  l o s  e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  ( A L T + )  y  n o  a l t e r a d o s  ( A L T - ) .   
 
D e  e s t e  m o d o  e n  e l  g r u p o  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  4 - 8  c é l u l a s  f u e r o n  
o b t e n i d o s  e n  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I  u n  1 5 . 4 4 %  y  8 4 . 5 5 %  d e  e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  
y  n o  a l t e r a d o s  r e s p e c t i v a m e n t e ;  e n  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I I  u n  2 0 . 3 2 %  y  7 9 . 6 7 % ;  
e n  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I I I  u n  2 1 . 9 5 %  y  7 8 . 0 4 %  y  e n  e l  s u b g r u p o  T r a t a d o s  u n  
2 1 . 7 7 %  y  7 8 . 2 2 % .  Ver  t a b l a  V II, X, XI y  f i g u r a  5 .  
 
E n  e l  g r u p o  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  m e n o s  d e  3 2  c é l u l a s  ( t a b l a  V I I I ,  X ,  
X I  y  f i g u r a  6 )  f u e r o n  o b t e n i d o s  e n  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I  u n  1 4 . 2 8 %  y  8 5 . 7 1 %  d e  
e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  y  n o  a l t e r a d o s  r e s p e c t i v a m e n t e ;  e n  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I I  u n  
2 1 . 1 6 %  y  7 8 . 8 3 % ;  e n  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I I I  u n  2 1 . 5 7 %  y  7 8 . 4 2 %  y  e n  e l  
s u b g r u p o  T r a t a d o s  u n  5 8 . 4 2 %  y  4 1 . 5 7 % .  
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E n  e l  g r u p o  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  ( t a b l a s  I X ,  X ,  X I  
y  f i g u r a  7 )  f u e r o n  o b t e n i d o s  e n  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I  u n  2 8 . 5 0 %  y  7 1 . 4 9 %  d e  
e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  y  n o  a l t e r a d o s  r e s p e c t i v a m e n t e ;  e n  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I I  u n  
3 1 . 7 0 %  y  6 8 . 2 9 % ;  e n  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I I I  u n  3 3 . 9 8 %  y  6 6 . 0 1 %  y  e n  e l  
s u b g r u p o  T r a t a d o s  u n  5 9 . 4 2 %  y  4 0 . 5 7 % .  
 
E l  a n á l i s i s  e s t a d í s t i c o  d e  l o s  c a r a c t e r e s  a n a l i z a d o s ,  i n d i c a  q u e  n o  e x i s t e n  
d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  d e n t r o  y  e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  s u b g r u p o s  d e l  
d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  p a r a  l o s  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  4 - 8  c é l u l a s .  V e r  t a b l a  
V I I ,  X ,  X I  y  f i g u r a  5 .  D e l  m i s m o  m o d o ,  n o  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  
( p > 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  s u b g r u p o s  C o n t r o l e s  I ,  I I  y  I I I  d e  l o s  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  
4 - 8 ,  m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s .  S i n  e m b a r g o ,  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i v a s  ( p < 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  s u b g r u p o s  C o n t r o l  ( I ,  I I  y  I I I )  r e s p e c t o  d e  
T r a t a d o s  p a r a  l o s  e m b r i o n e s  d e  m e n o s  d e  3 2  c é l u l a s  ( t a b l a  V I I I ,  X ,  X I  y  f i g u r a  6 )  
y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  ( t a b l a  I X ,  X ,  X I  y  f i g u r a  7 ) .  A s i m i s m o ,  f u e r o n  e n c o n t r a d a s  
d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p < 0 . 0 5 )  e n t r e  e l  s u b g r u p o  T r a t a d o s  d e  e m b r i o n e s  e n  
e s t a d i o  d e  4 - 8  c é l u l a s  r e s p e c t o  d e  l o s  T r a t a d o s  d e  l o s  G r u p o s  d e  m e n o s  y  m á s  d e  
3 2  c é l u l a s .  S i n  e m b a r g o ,  l a s  d i f e r e n c i a s  n o  f u e r o n  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  c u a n d o  
s e  c o m p a r a r o n  l o s  s u b g r u p o s  T r a t a d o s  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  m e n o r  o  m a y o r  a  
3 2  c é l u l a s .  
 
D e s p u é s  d e  s e r  e v a l u a d o s  c o m o  a l t e r a d o s  o  n o  a l t e r a d o s ,  l o s  e m b r i o n e s  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l o s  d i f e r e n t e s  g r u p o s  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  f u e r o n  
e x p u e s t o s  a  l a  a c c i ó n  d e  a g e n t e s  m i t o s t á t i c o s ,  a  e f e c t o s  d e  c o r r o b o r a r  e l  s e x o  p o r  
c a r i o t i p o .  E l  p o r c e n t a j e  d e  e f i c i e n c i a  a l c a n z a d o ,  e x p r e s a d o  p o r  e l  n ú m e r o  d e  
e m b r i o n e s  q u e  p u d i e r o n  s e r  s e x a d o s  e n  r e l a c i ó n  c o n  e l  t o t a l  u t i l i z a d o ,  f u e  e n  
p r o m e d i o  p a r a  e l  g r u p o  d e  4 - 8  c é l u l a s  d e l  7 1 . 1 9 %  ( t a b l a  X I I  y  f i g u r a  8 ) ;  e l  
7 1 , 5 0 %  p a r a  e l  g r u p o  d e  m e n o s  d e  3 2  c é l u l a s  ( t a b l a  X I I I  y  f i g u r a  8 )  y  e l  7 0 . 6 6 %  
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p a r a  e l  g r u p o  d e  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  ( t a b l a  X I V  y  f i g u r a  8 ) .  E l  a n á l i s i s  e s t a d í s t i c o  
d e m u e s t r a  q u e  n o  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p < 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  s u b g r u p o s  
C o n t r o l  I ,  I I  y  I I I  d e  l o s  G r u p o s  4 - 8  c é l u l a s ,  m e n o r  a  3 2  c é l u l a s  y  m a y o r  a  3 2  
c é l u l a s   
 
D e s p u é s  d e  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  p o r  c a r i o t i p o  e n  a q u e l l o s  e m b r i o n e s  
a l t e r a d o s  y  n o  a l t e r a d o s ,  e l  p o r c e n t a j e  d e  m a c h o s  y  h e m b r a s  f u e :  e n  l o s  
e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  d e l  g r u p o  d e  4 - 8  c é l u l a s  ( t a b l a  X V )  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  
p a r a  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I  f u e r o n  5 3 . 8 4 %  y  4 6 . 1 5 % ;  C o n t r o l  I I  5 3 . 3 0 %  y  
4 6 . 6 0 % ;  C o n t r o l  I I I  5 2 . 6 3 %  y  4 7 . 3 6 %  y  T r a t a d o s  5 5 . 5 5 %  y  4 4 . 4 4 % ,  
r e s p e c t i v a m e n t e .  E n  l o s  e m b r i o n e s  n o  a l t e r a d o s ,  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  f u e r o n  
p a r a  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I  5 2 . 0 0 %  y  4 8 . 0 0 % ;  C o n t r o l  I I  5 2 . 7 7 %  y  4 7 . 2 2 % ;  
C o n t r o l  I I I  5 5 . 0 7 %  y  4 4 . 9 2 %  y  T r a t a d o s  5 4 . 2 8 %  y  4 5 . 7 1 % ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  
 
E n  l o s  e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  d e l  g r u p o  m e n o r  a  3 2  c é l u l a s  ( t a b l a  X V I )  l o s  
v a l o r e s  o b t e n i d o s  p a r a  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I  f u e r o n  5 5 . 5 5 %  y  4 5 . 0 0 % ;  C o n t r o l  I I  
5 6 . 6 6 %  y  4 3 . 3 3 % ;  C o n t r o l  I I I  5 3 . 5 7 %  y  4 6 . 4 2 %  y  T r a t a d o s  8 1 . 9 2 %  y  1 8 . 0 7 % ,  
r e s p e c t i v a m e n t e .  E n  l o s  e m b r i o n e s  n o  a l t e r a d o s ,  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  f u e r o n  
p a r a  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I  5 3 . 0 4 %  y  4 6 . 9 5 % ;  C o n t r o l  I I  5 3 . 3 3 %  y  4 6 . 6 6 % ;  
C o n t r o l  I I I  5 3 . 7 0 %  y  4 6 . 2 9 %  y  T r a t a d o s  2 2 . 6 4 %  y  7 7 . 3 5 % ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  
  
E n  l o s  e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  d e l  g r u p o  m a y o r  a  3 2  c é l u l a s  ( t a b l a  X V I I ) l o s  
v a l o r e s  o b t e n i d o s  p a r a  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I  f u e r o n  5 3 . 4 8 %  y  4 6 . 5 2 % ;  C o n t r o l  I I  
5 2 . 1 7 %  y  4 7 . 8 2 % ;  C o n t r o l  I I I  5 4 . 1 6 %  y  4 5 . 8 3 %  y  T r a t a d o s  8 1 . 6 1 %  y  1 8 . 3 8 % ,  
r e s p e c t i v a m e n t e .  E n  l o s  e m b r i o n e s  n o  a l t e r a d o s ,  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  f u e r o n  
p a r a  e l  s u b g r u p o  C o n t r o l  I  5 2 . 8 3 %  y  4 7 . 1 6 % ;  C o n t r o l  I I  5 2 . 0 4 %  y  4 7 . 9 5 % ;  
C o n t r o l  I I I  5 2 . 1 2 %  y  4 7 . 8 7 %  y  T r a t a d o s  2 4 . 0 0 %  y  7 6 . 0 0 % ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  D e l  
m i s m o  m o d o ,  l a s  f i g u r a s  9 ,  1 0 ,  1 1  y  1 2  e x p r e s a n  l o s  p o r c e n t a j e s  d e  m a c h o s          
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y  h e m b r a s  o b t e n i d o s  e n  e l  s e x a d o  p o r  c a r i o t i p o  d e  l o s  e m b r i o n e s  A L T +  y  A L T -  
d e  l o s  d i f e r e n t e s  s u b g r u p o s  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o .  
 
E l  a n á l i s i s  e s t a d í s t i c o  d e  l o s  c a r a c t e r e s  a n a l i z a d o s ,  i n d i c a  q u e  n o  e x i s t e n  
d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  s u b g r u p o s  d e l  d e s a r r o l l o  
e m b r i o n a r i o  p a r a  e l  G r u p o  d e  4 - 8  c é l u l a s  ( t a b l a  X V ) .  S i n  e m b a r g o ,  e x i s t e n  
d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p < 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  s u b g r u p o s  C o n t r o l  ( I ,  I I  y  I I I )  
r e s p e c t o  d e  l o s  T r a t a d o s  p a r a  l o s  G r u p o s  d e  m e n o s  d e  3 2  ( t a b l a  X V I )  y  m á s  d e  3 2  
c é l u l a s  ( t a b l a  X V I I ) .   
 
P o r  o t r a  p a r t e ,  n o  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  
s u b g r u p o s  C o n t r o l  I ,  I I  y  I I I  d e  l o s  G r u p o s  4 - 8 ,  m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  
( t a b l a s  X V ,  X V I  y  X V I I  y  f i g u r a s  9 ,  1 0  y  1 1 ) .  S i n  e m b a r g o ,  f u e r o n  e n c o n t r a d a s  
d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p < 0 . 0 5 )  e n t r e  e l  s u b g r u p o  T r a t a d o s  d e l  G r u p o  4 - 8  
c é l u l a s  r e s p e c t o  d e  l o s  T r a t a d o s  d e  l o s  G r u p o s  d e  m e n o s  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s ,  y  
n o  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  l o s  s u b g r u p o s  T r a t a d o s  d e  l o s  G r u p o s  d e  m e n o s  y  m á s  d e  
3 2  c é l u las ( f i g u r a  1 2 ) .  
 
L a  r e l a c i ó n  m a c h o : h e m b r a  o b t e n i d a  e n  l o s  e m b r i o n e s  c l a s i f i c a d o s  c o m o  
a l t e r a d o s  e n  l o s  s u b g r u p o s  T r a t a d o s  e n  e s t a d i o s  m a y o r e s  y  m e n o r e s  a  3 2  c é l u l a s  
( t a b l a s  X V I  y  X V I I )  f u e  4 . 5 3 : 1  y  4 . 4 4 : 1 ,  r e s p e c t i v a m e n t e  y  a m b a s  d i f i e r e n  
s i g n i f i c a t i v a m e n t e  r e s p e c t o  d e  l a  n o r m a l  o b s e r v a d a  e n  l a  e s p e c i e  1 : 1 ( p < 0 . 0 5 ) .  
S i n  e m b a r g o ,  e s t a  r e l a c i ó n  n o  d i f i e r e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  ( p > 0 . 0 5 )  r e s p e c t o  d e  l o s  
C o n t r o l e s  I ,  I I  y  I I I  e n  l o s  d i f e r e n t e s  e s t a d i o s  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  
e s t u d i a d o s  y  T r a t a d o s  d e l  G r u p o  d e  4 - 8  c é l u l a s  ( t a b l a  X V ) .  
 
L a  c o r r e l a c i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  l o s  e m b r i o n e s  c l a s i f i c a d o s  c o m o  A L T +  y  
d e  s e x o  m a c h o s ,  d e t e r m i n a d o  p o r  c a r i o t i p o ,  f u e  r  0 . 8 6  ( n = 6 8 )  y  r  0 . 8 0  ( n = 8 0 )  e n  
R e s u l t a d o s  
 80
l o s  s u b g r u p o s  T r a t a d o s  d e  l o s  g r u p o s  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  m e n o r  y  m a y o r  a  
3 2  c é l u l a s  r e s p e c t i v a m e n t e .  D e l  m i s m o  m o d o ,  e n  e s t o s  s u b g r u p o s ,  l o s  v a l o r e s  d e  
c o r r e l a c i ó n  o b t e n i d o s  e n t r e  l o s  e m b r i o n e s  c l a s i f i c a d o s  c o m o  A L T -  y de sexo 
h e m b r a s  d e t e r m i n a d o  p o r  c a r i o t i p o ,  f u e r o n  r  1  ( n = 1 2 )  y  r  1  ( n = 1 2 )  
r e s p e c t i v a m e n t e .  
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NÚMERO DE OVARI OS Y OVOCI TOS APTOS Y NO APTOS 
 
REPLI CADOS  OVR OVT  OVA OVNA 
R e p l i c a d o  1    80   476 136    340 
R e p l i c a d o  2    80   485 140    345 
R e p l i c a d o  3    80   476 134    342 
R e p l i c a d o  4    80   485 139    346 
R e p l i c a d o  5    80   488 138    350 
R e p l i c a d o  6    80   484 136    348 
R e p l i c a d o  7  200 1.185 339    846 
R e p l i c a d o  8  200 1.172 332    840 
R e p l i c a d o  9  200 1.163 333    830 
R e p l i c a d o  1 0  200 1.182 340    842 
R e p l i c a d o  1 1  200 1.130 323    807 
R e p l i c a d o  1 2  200 1.157 331    826 
R e p l i c a d o  1 3  250 1.442 412 1.030 
R e p l i c a d o  1 4  250 1.448 423 1.025 
R e p l i c a d o  1 5  250 1.416 400 1.016 
R e p l i c a d o  1 6  250 1.444 416 1.028 
R e p l i c a d o  1 7  250 1.452 420 1.032 
R e p l i c a d o  1 8  250 1.439 413 1.026 
TOTAL   3.180         18.524 5.305 (28.63% ) 13.219 (71.36% ) 
Tabla I: Número de las variables analizadas en los 18 replicados. 
OVR: Ovarios; OVT: Ovocitos totales; OVA:Ovocitos aptos; OVNA:Ovocitos no 
aptos.  
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NÚMERO DE OVOCI TOS APTOS Y NO APTOS POR OVARI O 
 
REPLI CADOS  OVR OVT /OVR OVA/OVR OVNA/OVR 
R e p l i c a d o  1    80 5.95 1.70 4.25 
R e p l i c a d o  2    80 6.06 1.75 4.31 
R e p l i c a d o  3    80 5.94 1.67 4.27 
R e p l i c a d o  4    80 6.05 1.73 4.32 
R e p l i c a d o  5    80 6.09 1.72 4.37 
R e p l i c a d o  6    80 6.05 1.70 4.35 
R e p l i c a d o  7  200 5.92 1.69 4.23 
R e p l i c a d o  8  200 5.86 1.66 4.20 
R e p l i c a d o  9  200 5.81 1.66 4.15 
R e p l i c a d o  1 0  200 5.91 1.70 4.21 
R e p l i c a d o  1 1  200 5.64 1.61 4.03 
R e p l i c a d o  1 2  200 5.78 1.65 4.13 
R e p l i c a d o  1 3  250 5.76 1.64 4.12 
R e p l i c a d o  1 4  250 5.79 1.69 4.10 
R e p l i c a d o  1 5  250 5.66 1.60 4.06 
R e p l i c a d o  1 6  250 5.77 1.66 4.11 
R e p l i c a d o  1 7  250 5.80 1.68 4.12 
R e p l i c a d o  1 8  250 5.75 1.65 4.10 
! (% ) 
σ 
176.60 
± 2 5  
5.86 (100) 
± 0 . 1 0  
1.67 (28.49) 
± 0 . 0 7  
4.19 (71.50) 
± 0 . 0 2  
Tabla II: Número y estadísticos básicos (media y desvío estándar) 
de las variables analizadas en los 18 replicados. OVR: Ovarios; 
OVT/OVR: Ovocitos totales por ovario; OVA/OVR: Ovocitos aptos por ovario; 
OVNA/OVR: Ovocitos no aptos por ovario. No existen diferencias 
significativas (p> 0.05) dentro de los replicados.  
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MADURACI ÓN I N VI TRO  
 
REPLI CADOS  n  CE X 1º-CP M-II 
R e p l i c a d o  1  10 9 9 9 
R e p l i c a d o  2  10 10 10 9 
R e p l i c a d o  3  10 10 9 9 
R e p l i c a d o  4  10 10 10 9 
R e p l i c a d o  5  10 10 10 10 
R e p l i c a d o  6  10 10 10 10 
R e p l i c a d o  7  10 10 9 9 
R e p l i c a d o  8  10 10 10 10 
R e p l i c a d o  9  10 9 9 9 
R e p l i c a d o  1 0  10 9 9 8 
R e p l i c a d o  1 1  10 10 10 10 
R e p l i c a d o  1 2  10 9 9 9 
R e p l i c a d o  1 3  10 10 9 8 
R e p l i c a d o  1 4  10 9 9 9 
R e p l i c a d o  1 5  10 10 9 9 
R e p l i c a d o  1 6  10 10 10 10 
R e p l i c a d o  1 7  10 9 9 9 
R e p l i c a d o  1 8  10 10 9 9 
TOTAL 180 174 (96.66% ) 169 (93.88% ) 165 (91.66% ) 
!  
σn -1  
10 
 
9.66 
± 0 . 4 8  
9.38 
± 0 . 5 0  
9.16 
± 0 . 6 1  
Tabla III: Número y estadísticos básicos (media y desvío estándar) 
de las variables analizadas en los 18 replicados. CEX: Ovocitos que 
presentan cúmulus expandido; 1º-CP: Ovocitos que emiten el primer 
corpúsculo polar; M-II: Ovocitos en los que se visualiza la metafase II. 
No existen diferencias significativas (p> 0.05) dentro de los replicados.  
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FERTI LI ZACI ÓN I N VI TRO  
 
REPLI CADOS  n  O VP PR/ O VP PO L / O VP 
R e p l i c a d o  1  10 8 6 2 
R e p l i c a d o  2  10 8 7 1 
R e p l i c a d o  3  10 8 6 2 
R e p l i c a d o  4  10 9 8 1 
R e p l i c a d o  5  10 8 7 1 
R e p l i c a d o  6  10 9 8 1 
R e p l i c a d o  7  10 9 8 1 
R e p l i c a d o  8  10 8 6 2 
R e p l i c a d o  9  10 8 7 1 
R e p l i c a d o  1 0  10 8 7 1 
R e p l i c a d o  1 1  10 8 6 2 
R e p l i c a d o  1 2  10 9 8 1 
R e p l i c a d o  1 3  10 8 7 1 
R e p l i c a d o  1 4  10 8 6 2 
R e p l i c a d o  1 5  10 8 6 2 
R e p l i c a d o  1 6  10 9 8 1 
R e p l i c a d o  1 7  10 8 6 2 
R e p l i c a d o  1 8  10 8 7 1 
TOTAL 180 149 (82.77) 124 (83.22) 25 (16.77% ) 
! 
σn -1  
10 
 
8.27 
± 0 . 4 6  
6.88 
± 0 . 8 3  
1.33 
± 0 . 5 0  
Tabla IV: Número y estadísticos básicos (media y desvío estándar) 
de las variables analizadas en los 18 replicados. OVP: ovocitos 
penetrados, PR/OVP: ovocitos en los que se visualizan los pronúcleos 
masculino y femenino en relación a los ovocitos penetrados, POL/OVP: 
ovocitos en los que se visualiza polispermia en relación a los ovocitos 
penetrados. No existen diferencias significativas (p> 0.05) dentro de los 
replicados.  
R e s u l t a d o s  
  
 
 
 
 
DESARROLLO EMBRI ONARI O 
 
T i e mp o  d e s d e  e l  c o c u l t i v o  c o n  l o s  e s p e r ma t o z o i d e s  
ENSAYOS 
48 hs. 72 hs. 96 hs. 120 hs. 144 hs. 
E n s a y o  1  144 121 71 62 25 
E n s a y o  2  145 122 72 63 25 
E n s a y o  3  143 121 70 60 24 
E n s a y o  4  142 122 71 61 24 
E n s a y o  5  144 123 72 63 26 
E n s a y o  6  143 122 73 61 24 
T O T A L  O B T E N I D O   8 6 1  7 3 1  4 2 9  3 7 0  1 4 8  
 ! 
σ n - 1  
143.50 
±1.04 
121.83 
±.075 
71.50 
±1.04 
61.66 
±1.21 
24.66 
±0.81 
Tabla V: Número y estadísticos básicos (media y desvío estándar) de la variable 
analizada, en los subgrupos Control I del desarrollo embrionario. No existen diferencias 
significativas (p> 0.05) entre ensayos en cada uno de los diferentes tiempos transcurridos 
desde el cocultivo.  
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PORCENTAJ E DE DESARROLLO EMBRI ONARI O 
 
T i e mp o  d e s d e  e l  c o c u l t i v o  c o n  l o s  e s p e r ma t o z o i d e s  
EMBRIONES 
 48 hs. 72 hs. 96 hs. 120 hs. 144 hs. 
T O T AL  COCUL T I VADO 1.236 1236 1.061 1.061 591 
T O T AL  O B T E NI DO  861 731 429 370 148 
PO RCENTAJE (% ) 69.66%  59.14%  40.43%  34.87%  25.04%  
Tabla VI: Porcentaje de embriones obtenidos, en los diferentes estadios del desarrollo 
embrionario. 
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    EMBRI ONES CULTI VADOS CON ANTI CUERPOS H-Y 
 
G RUPO :  4 - 8  c é l u l a s  ( 4 8 h s .)  
 SUBGRUPOS  
ENSAYOS   Control I  Control II  Control III  Tratados  
 AL T +  AL T - AL T +  AL T - AL T +  AL T - AL T +  AL T - 
E n s a y o  1  3 17 4 16 4 15 4 17 
E n s a y o  2  4 18 5 17 4 17 5 16 
E n s a y o  3  3 17 4 16 4 16 5 15 
E n s a y o  4  3 17 4 17 5 15 4 17 
E n s a y o  5  3 18 4 16 4 16 5 16 
E n s a y o  6  3 17 4 16 5 17 4 16 
T O T A L  E V A L U A D O S  ( n = 4 9 3 )  
PO RCE NT AJE  (% ) 
19 
15.44%  
104 
84.55%  
25 
20.32%  
98 
79.67%  
27 
21.95%  
96 
78.04%  
27 
21.77%  
97 
78.22%  
! 
σ n - 1  
3.16 
±0.40 
17.33 
±0.51 
4.16 
±0.40 
16.33 
±0.51 
4.50 
±0.54 
16.00 
±0.89 
4.50 
±0.54 
16.16 
±0.75 
Tabla VII: Número, porcentaje y estadísticos básicos (media y desvío estándar) en los 
diferentes subgrupos (Controles I, II, III y Tratados) del grupo 4-8 células. ALT+: 
embriones alterados después del periodo de cultivo; ALT-: embriones no alterados después del periodo 
de cultivo. No existen diferencias significativas (p> 0.05) entre los subgrupos Controles y el 
Tratados.  
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EMBRI ONES CULTI VADOS CON ANTI CUERPOS H-Y 
 
G RUPO :  < 3 2  c é l u l a s  ( 9 6  h s .)  
 SUBGRUPOS  
ENSAYOS   Control I Control II Control III Tratados 
 A L T +  A L T -  A L T +  A L T -  A L T +  A L T -  A L T +  A L T -  
E n s a y o  1  4 27 8 24 6 26 19 14 
E n s a y o  2  5 27 7 25 7 25 19 13 
E n s a y o  3  5 26 5 25 7 24 17 12 
E n s a y o  4  5 27 6 26 6 26 19 14 
E n s a y o  5  4 27 7 24 7 24 18 12 
E n s a y o  6  4 28 7 25 8 24 19 14 
T O T A L  E V A L U A D O S  ( n = 7 5 8 )  
PO RCE NT AJE  (% ) 
27 
14.28%  
162 
85.71%  
40 
21.16%  
149 
78.83%  
41 
21.57%  
149 
78.42%  
    111 
58.42% * *
 79 
41.57% * *
! 
σ n - 1  
4.50 
±0.54 
26.83 
±0.40 
6.66 
±1.03 
24.83 
±0.75 
6.83 
±0.75 
24.83 
±0.98 
18.50 
±0.83 
13.16 
±0.98 
Tabla VIII: Número, porcentaje y estadísticos básicos (media y desvío estándar, en los 
diferentes subgrupos (Controles I, II, III y Tratados) del grupo <32 células. ALT+: embriones 
alterados después del periodo de cultivo; ALT-: embriones no alterados después del periodo de 
cultivo. ** Existen diferencias significativas (p< 0.05) entre los subgrupos Controles y el Tratados.  
R e s u l t a d o s  
  
 
 
EMBRI ONES CULTI VADOS CON ANTI CUERPOS H-Y 
 
G RUPO :  > 3 2  c é l u l a s  ( 1 2 0  h s .)  
 SUBGRUPOS 
ENSAYOS   Control I Control II Control III Tratados 
 A L T +  A L T -  A L T +  A L T -  A L T +  A L T -  A L T +  A L T -  
E n s a y o  1  10 25 11 23 12 22 20 14 
E n s a y o  2  10 25 11 24 12 23 21 14 
E n s a y o  3  10 24 10 23 10 23 20 13 
E n s a y o  4  10 24 11 23 12 23 21 14 
E n s a y o  5  9 26 11 24 13 22 21 15 
E n s a y o  6  10 24 11 23 11 23 20 14 
T O T A L  E V A L U A D O S  ( n = 8 2 5 )  
PO RCE NT AJE  (% ) 
59 
28.50%  
148 
71.49%  
65 
31.70%  
140 
68.29%  
70 
33.98%  
136 
66.01%  
     123 
59.42% ** 
84 
40.57% * *
! 
σ n - 1  
9.83 
±0.40 
24.66 
±0.81 
10.83 
±0.40 
23.33 
±0.51 
11.66 
±1.03 
22.66 
±0.51 
20.50 
±0.54 
14.00 
±0.63 
Tabla IX Número porcentaje y estadísticos básicos (media y desvío estándar) en los 
diferentes subgrupos (Controles I, II, III y Tratados) del grupo >32 células. ALT+: embriones 
alterados después del periodo de cultivo; ALT-: embriones no alterados después del periodo de 
cultivo.** Existen diferencias significativas (p< 0.05) entre los subgrupos Controles y el Tratados.  
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EMBRI ONES CULTI VADOS CON ANTI CUERPOS H-Y 
 
PORCENTAJ E DE EMBRI ONES ALTERADOS 
 SUBGRUPOS 
GRUPOS   Control I Control II Control III Tratados 
4 -8  CÉ L UL AS  15.44 % 20.32 % 21.95 % 21.77 % 
< 3 2  CÉ L UL AS  14.28 % 21.16 % 21.57 %    60.52 %** 
> 3 2  CÉ L UL AS  28.50 % 31.70 % 33.98 %    65.70%** 
Tabla X Porcentaje de embriones alterados en los diferentes subgrupos (Controles I, II, 
III y Tratados) de los grupos 4-8 células, <32 células y >32 células. ** Existen 
diferencias significativas (p< 0.05) entre los subgrupos Controles y el Tratados.  
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EMBRI ONES CULTI VADOS CON ANTI CUERPOS H-Y 
 
PORCENTAJ E DE EMBRI ONES NO ALTERADOS 
 SUBGRUPOS 
GRUPOS   Control I Control II Control III Tratados 
4 -8  CÉ L UL AS  84.55% 79.67 % 78.04 % 78.22 % 
< 3 2  CÉ L UL AS  85.71% 78.83 % 78.42 %    39.47%** 
> 3 2  CÉ L UL AS  71.49% 68.29 % 66.01 %    34.29 %** 
Tabla XI Porcentaje de embriones no alterados en los diferentes subgrupos (Controles I, 
II, III y Tratados) de los grupos 4-8 células, <32 células y >32 células. ** Existen 
diferencias significativas (p< 0.05) entre los subgrupos Controles y el Tratados.  
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ANÁLI SI S CI TOGENÉTI CO 
 
G RUPO :  4 - 8  c é l u l a s  ( 4 8  h s .)  
G r u p o s  d e  
e mb r i o n e s  
N ú me r o  d e  e mb r i o n e s  
e mp l e a d o s  
N ú me r o  d e  e mb r i o n e s  
s e x a d o s  p o r  c a r i o t i p o  E f i c i e n c i a  ( %)  
123 88 71.54% 
123 87 70.73% 
123 88 71.54% 
Con trol I 
C o n t r o l  I I  
C o n t r o l  I I I  
T r a t a d o s  124 88 70.96% 
T O T A L  4 9 3  3 5 1  7 1 . 1 9 %  
Tabla XII: Porcentaje de eficiencia en la sincronización del ciclo celular, en los 
diferentes subgrupos (Controles I, II III y Tratados) del grupo 4-8 células. 
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ANÁLI SI S CI TOGENÉTI CO 
 
G RUPO :  < 3 2  c é l u l a s  ( 9 6  h s .)  
G r u p o s  d e  
e mb r i o n e s  
N ú me r o  d e  e mb r i o n e s  
e mp l e a d o s  
N ú me r o  d e  e mb r i o n e s  
s e x a d o s  p o r  c a r i o t i p o  E f i c i e n c i a  ( %)  
189 135 71.42% 
189 135 71.42% 
190 136 71.57% 
Con trol I 
C o n t r o l  I I  
C o n t r o l  I I I  
T r a t a d o s  190 136 71.57% 
T O T A L  7 5 8  5 4 2  7 1 . 5 0 %  
Tabla XIII: Porcentaje de eficiencia en la sincronización del ciclo celular, en los 
diferentes subgrupos (Controles I, II III y Tratados) del grupo <32 células. 
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ANÁLI SI S CI TOGENÉTI CO 
 
G RUPO :  > 3 2  c é l u l a s  ( 1 2 0  h s .)  
G r u p o s  d e  
e mb r i o n e s  
N ú me r o  d e  e mb r i o n e s  
e mp l e a d o s  
N ú me r o  d e  e mb r i o n e s  
s e x a d o s  p o r  c a r i o t i p o  E f i c i e n c i a  ( %)  
207 149 71.98% 
205 144 70.24% 
206 142 68.93% 
Con trol I 
C o n t r o l  I I  
C o n t r o l  I I I  
T r a t a d o s  207 148 71.49% 
T O T A L  8 2 5  5 8 3  7 0 . 6 6 %  
Tabla XIV: Porcentaje de eficiencia en la sincronización del ciclo celular, en los 
diferentes subgrupos (Controles I, II III y Tratados) del grupo >32 células. 
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EMBRI ONES SEXADOS POR CARI OTI PO 
 
G RUPO :  4 - 8  c é l u l a s  ( 4 8 h s .)  
S e x o p o r  c a r i o t i p o  
Estado de los embriones S e x o p o r  anticuerpo H-Y M a c h o s  ( %)  H e mbr a s  ( %)  
R e l a c i ó n  
mac ho- he mbr a 
Con trol I 19  7 (53.84) 6 (46.15) 1.16:1 
C o n t r o l  I I  25  8 (53.30) 7 (46.60) 1.14:1 
C o n t r o l  I I I  27 10 (52.63) 9 (47.36) 1.11:1 
Al terad os  
T r a t a d o s  27 10 (55.55) 8 (44.44) 1.25:1 
Con trol I 104 39 (52.00) 36 (48.00) 1.02:1 
C o n t r o l  I I  98 38 (52.77) 34 (47.22) 1.11:1 
C o n t r o l  I I I  96 38 (55.07) 31 (44.92) 1.22:1 
No alterados  
T r a t a d o s  97 38 (54.28) 32 (45.71) 1.18:1 
T O T A L  S E X A D O S  4 9 3  1 8 2  1 6 1   
Tabla XV: Número y porcentaje de embriones sexados, en los diferentes subgrupos 
(Controles I, II, III y Tratados) del grupo 4-8 células. No existen diferencias 
significativas (p> 0.05) entre alterados y no alterados en los subgrupos Controles y el 
Tratados.  
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EMBRI ONES SEXADOS POR CARI OTI PO 
 
G RUPO :  < 3 2  c é l u l a s  ( 9 6 h s .)  
S e x o p o r  c a r i o t i p o  
Estado de los embriones S e x o p o r  anticuerpo H-Y M a c h o s  ( %)  H e mbr a s  ( %)  
R e l a c i ó n  
mac ho- he mbr a 
Con trol I 27 11 (55.00) 9 (45.00) 1.22:1 
C o n t r o l  I I  40 17 (56.66) 13 (43.33) 1.30:1 
C o n t r o l  I I I  41 15 (53.57) 13 (46.42) 1.15:1 Al terad os  
T r a t a d o s  111     68 (81.92)**    15 (18.07)**     4.53:1** 
Con trol I 162 61 (53.04) 54 (46.95) 1.12:1 
C o n t r o l  I I  149 56 (53.33) 49 (46.66) 1.14:1 
C o n t r o l  I I I  149 58 (53.70) 50 (46.29) 1.16:1 
No alterados  
T r a t a d o s  79     12 (22.64)**     41 (77.35)**     0.29:1** 
T O T A L  S E X A D O S  7 5 8  2 9 8  2 4 4   
Tabla XVI: Número y porcentaje de embriones sexados, en los diferentes subgrupos 
(Controles I, II, III y Tratados) del grupo <32 células. ** Existen diferencias 
significativas (p< 0.05) entre alterados y no alterados los subgrupos Controles y el Tratados.  
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EMBRI ONES SEXADOS POR CARI OTI PO 
 
G RUPO :  > 3 2  c é l u l a s  ( 1 2 0  h s .)  
S e x o p o r  c a r i o t i p o  
Estado de los embriones S e x o p o r  anticuerpo H-Y M a c h o s  ( %)  H e mbr a s  ( %)  
R e l a c i ó n  
mac ho- he mbr a 
Con trol I 59 23 (53.48) 20 (46.51) 1.15:1 
C o n t r o l  I I  65 24 (52.17) 22 (47.82) 1.09:1 
C o n t r o l  I I I  70 26 (54.16) 22 (45.83) 1.18:1 Al terad os  
T r a t a d o s  123     80 (81.63)**     18 (18.36)**     4.44:1** 
Con trol I 148 56 (52.83) 50 (47.16) 1.12:1 
C o n t r o l  I I  140 51 (52.04) 47 (47.95) 1.08:1 
C o n t r o l  I I I  136 49 (52.12) 45 (47.87) 1.08:1 
No alterados  
T r a t a d o s  84     12 (24.00)**     38 (76.00)**     0.31:1** 
T O T A L  S E X A D O S  8 2 5  3 2 1  2 6 2   
Tabla XVII: Número y porcentaje de embriones sexados, en los diferentes subgrupos 
(Controles I, II, III y Tratados) del grupo >32 células. ** Existen diferencias 
significativas (p< 0.05) entre alterados y no alterados los subgrupos Controles y el Tratados.  
R e s u l t a d o s  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1:  Valores obtenidos y porcentajes de ovarios, ovocitos aptos y no aptos.  
OVR: Ovarios; OVNA: Ovocitos no aptos ; OVA:  Ovocitos aptos.  
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R e s u l t a d o s  
 
 
 
 
 
 
Figura 2:  Valores obtenidos y porcentajes de ovocitos totales, aptos y no aptos por 
ovario.  OVT/OVR: Ovocitos totales por ovario; OVNA/OVR: Ovocitos no aptos por ovario;  
OVA/OVR: Ovocitos aptos por ovario.  
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R e s u l t a d o s  
 
 
 
 
 
Figura 3:  Variables analizadas, expresadas en porcentajes, de los ovocitos 
madurados in vitro . CEX: Ovocitos que presentan cúmulus expandidos;  1º- CP/CEX:  
Ovocitos que emiten el primer corpúsculo polar en relación a los ovocitos que 
presentan cúmulus expandido; M- II/CEX:  Ovocitos en los que se visualiza la 
metafase II en relación a los ovocitos que presentan cúmulus expandido.  
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Figura 4:  Variables analizadas, expresadas en porcentajes, de los ovocitos 
fertilizados in vitro . OVP: Ovocitos penetrados; PR/OVP:  Ovocitos en los que se 
visualizan los pronúcleos masculino y femenino en relación a los ovocitos 
penetrados; POL/OVP:  Ovocitos en los que se visualiza polispérmia en relación a los 
ovocitos penetrados.  
 
82,77 83,22
16,77
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 0
9 0
1 0 0
Fertilización in vitro (%)
OVP PR/OVP POL/OVP
Variables analizadas
P o r c e n t a j e  %
R e s u l t a d o s  
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Porcentaje de embriones evaluados durante los 6 periodos de tiempo, en 
los subgrupos Controles I, II, III y Tratados del grupo 4 - 8 células.        
ALT+: Embriones alterados después del periodo de cultivo; ALT- :  Embriones no alterados 
después del periodo de cultivo.  
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Figura 6: Número de embriones evaluados durante los 6 periodos de tiempo, en 
los diferentes subgrupos Controles I, II, III y Tratados del grupo <32 células. 
ALT+: Embriones alterados después del periodo de cultivo; ALT- :  Embriones no alterados 
después del periodo de cultivo. ** Existen diferencias significativas (p<0.05).  
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Figura 7: Número de embriones evaluados durante los 6 periodos de tiempo, en los 
diferentes subgrupos Controles I, II, III y Tratados del grupo >32 cé lulas. 
ALT+: Embriones alterados después del periodo de cultivo; ALT- :  Embriones no alterados 
después del periodo de cultivo. ** Existen diferencias significativas (p<0.05).  
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Figura 8: Porcentaje de eficiencia en la sincronización del ciclo celular en los 
diferentes subgrupos (controles I, II, III y Tratados) de los Grupos 4 - 8, <32 y 
>32 células.  
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Figura 9:  Porcentaje de machos y hembras después del sexado por cariotipo de los 
embriones alterados y no alterados en los subgrupos Control I de los grupos 4 - 8, 
<32 y >32 células.   
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Figura 10:  Porcentaje de machos y hembras después del sexado po r cariotipo de los 
embriones alterados y no alterados en los subgrupos Control II de los grupos 4 - 8, 
<32 y >32 células .  
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Figura 11:  Porcentaje de machos y hembras después del sexado por cariotipo de los 
embriones alterados y no alterados en los subgru pos Control III de los grupos 4 - 8, 
<32 y >32 células.   
 
52,63 53,57 54,16
47,36 46,42 45,83
55,07 53,7 52,12
44,92 46,29
47,87
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
machos hembras machos hembras
Sexado por cariotipo subgrupo Control III
Grupo: 4-8 células 
Grupo: <32 células 
Grupo: >32 células 
Porcentaje de embriones
NO ALTERADOSALTERADOS
R e s u l t a d o s  
 
 
 
 
 
Figura 12:  Porcentaje de machos y hembras después del sexado por cariotipo de los 
embriones alterados y no alterados en los subgrupos Tratados de los grupos 4 - 8, <32 
y >32 células.   
55,55
81,92 81,61
44,44
18,07 18,38
54,28
22,64 24
45,71
73,35
76
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
machos hembras machos hembras
Sexado por cariotipo subgrupo Tratados
Grupo: 4-8 células 
Grupo: <32 células 
Grupo: >32 células 
Porcentaje de embriones
NO ALTERADOSALTERADOS
****
** **
** **
** **
Resultados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 1. Punción de folículo ovárico de 3 mm de diámetro.  
Foto 2: Elementos utilizados para la obtención de los ovocitos: 
platina térmica de mesa, medio de cultivo,  jeringa de   
5 ml. y aguja 18 - g y cápsulas para cultivo desachables.  
Resultados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 3: Ovocito clasificado apto y seleccionado para la 
maduración in vitro . Se observa ovoplasma 
homogéneo, completamente rodeado por más de 3 
capas de células del cúmulus.  
Foto 4: O vocitos clasificados no aptos y descartados para la maduración
in vitro . A la izquierda, ovocito que se encuentra completamente 
rodeado por células del cúmulus y presenta el ovoplasma 
heterogéneo. A la derecha, ovocito rodeado parcialmente por célul a s  
del cúmulus y presenta ovoplasma homogéneo.  
Resultados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 5: Ovocito que presenta el primer cuerpo polar,        
después de ser madurado in vitro  d u r a n t e  2 4  h s .  
1-CP : Primer cuerpo polar.  
1 - CP  
Foto 6: Ovocito fijado y posteriormente teñido con       
a c e t o - o r c e i n a  a l  1 % .  1-CP :  primer cuerpo polar, 
M II : metafase II.  
1 - CP  
M II  
Resultados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 7: Ovocito fertilizado. PM : pronúcleo masculino;           
PF : pronúcleo femenino; CL : fragmento de cola 
espermática. CP : primero y segundo cuerpo polar.  
CP  
PM  
PF  
CL  
Foto 8: Ovocito polispérmico. PM :  p r o n ú c l e o s  
masculinos; PF : pronúcleo femenino.  
PM  
PF  
Resultados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 9: Oviducto bovino ( OV ) empleado para la 
extracción de células BOEC, cuyo ovario 
( OVA )  i p s i l a t e r a l  p r e s e n t a  f o l í c u l o  
preovulatorio ( Pfol ) .  
OV  
OVA  Pfol  
Foto 10:  E x t r a c c i ó n  d e  c é l u l a s  B O E C  p o r  
compresión del oviducto desde la región 
del infundíbulo hacia el ístmo.  
Resultados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 11: Pellet de células BOEC extraídas de oviducto 
bovino, obtenido después de l lavado por 
centrifugación.  
Foto 12:  V e s í c u l a s  d e  c é l u l a s  B O E C  t r a n s c u r r i d a s        
48 hs. del cultivo.  
Resultados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 13: Cocultivo de embriones con células BOEC. 
Embrión de 2 células después de 30 hs. 
cocultivo.  
Resultados  
 
 
 
 
 
 
Foto 14: Embrión perteneciente al grupo 
d e  4 - 8  c é l u l a s  q u e  s e r á  
cultivado en presencia de 
a n t i s u e r o  H - Y .  
Foto 15:  Embrión perteneciente al grupo 
de  menos de 32 células que 
será cultivado en presencia de 
a n t i s u e r o  H - Y .  
 
Foto 16:  Embriones pertenecientes al 
grupo de  más de 32 células  
que será cultivado en 
p r e s e n c i a  d e  a n t i s u e r o  H - Y  ( 1 ,  
2  y  3 ). Degenerado ( 4 ) .  
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Resultados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 17: Embrión alterado (ALT+) después de ser 
cultivado en presencia de anticuerpos H - Y .  
BA : blastómeras alteradas  
BA  
 Foto 18: Embrión no alterado (ALT - )  d e s p u é s  d e  s e r  
cultivado en presencia de anticuerpos H - Y .  
Resultados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
X  
Foto 19: Embrión diagnosticado c omo macho ante 
la observación de un cromosoma X y un 
cromosoma Y.  
Foto 20: Embrión diagnosticado como hembra ante 
la observación de 2 cromosomas X.  
 
X
Y
X
X
  
 
5.- DISCUSIÓN
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   5.1.- Maduración y fertilización in vitro de ovocitos. 
 
 
 L a  o p t i m i z a c i ó n  d e  l o s  s i s t e m a s  d e  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  
r e q u i e r e n  d e l  a d e c u a d o  m a n e j o  d e  l a s  d i f e r e n t e s  e t a p a s  q u e  l o s  c o m p o n e n .  E s t a s  
e t a p a s ,  s e r á n  d i s c u t i d a s  d e  m a n e r a  i n d i v i d u a l :  r e c o l e c c i ó n  d e  o v a r i o s  e n  
m a t a d e r o  y  s e l e c c i ó n  d e  l o  o v o c i t o s ;  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s ;  
p r e p a r a c i ó n  y  c a p a c i t a c i ó n  d e l  s e m e n ;  c o c u l t i v o  d e  l o s  o v o c i t o s  y  c o n  l a s  c é l u l a s  
e s p e r m á t i c a s .  
 
L a  r e c u p e r a c i ó n  d e  o v a r i o s  e n  e l  m a t a d e r o  y  l a  s e l e c c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s ,  
r e p r e s e n t a n  l a  e t a p a  i n i c i a l  d e  e s t e  p r o c e s o .  E n  g e n e r a l ,  l o s  o v a r i o s  r e c u p e r a d o s  
e n  m a t a d e r o ,  p r o v i e n e n  d e  h e m b r a s  d e  d i f e r e n t e s  e d a d e s  y  c o n d i c i o n e s  
f i s i o l ó g i c a s .  A s í ,  Leibfried y First ( 1 9 7 9 )  s u g i e r e n  q u e  l a  c a p a c i d a d  d e  
m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s  b o v i n o s  n o  d e p e n d e  d e l  m o m e n t o  d e l  c i c l o  
e s t r a l  e n  q u e  s o n  o b t e n i d o s  d e  l o s  f o l í c u l o s .  D e  e s t e  m o d o ,  e n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  
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l o s  o v a r i o s  o b t e n i d o s  d e  l a s  h e m b r a s  f u e r o n  e m p l e a d o s  a l  a z a r  c o m o  d o n a n t e s  d e  
o v o c i t o s .  
 
 L a  a p a r i e n c i a  d e  l a  s u p e r f i c i e  d e  l o s  f o l í c u l o s ,  h a  s i d o  p r o p u e s t a  p a r a  
p r e s e l e c c i o n a r  l o s  f u t u r o s  o v o c i t o s ,  m e j o r a r  l o s  í n d i c e s  d e  m a d u r a c i ó n  y  
f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  y  c l a s i f i c a r l o s  p o r  c a t e g o r í a s  ( Grimes e Ireland, 1986) .  
B a s a d o s  e n  e s t a  c l a s i f i c a c i ó n ,  e n  e l  p r e s e n t e  t r a b a j o ,  h e m o s  o b t e n i d o  u n  t o t a l  d e  
1 8 . 5 2 4  o v o c i t o s  p r o v e n i e n t e s  d e  o v a r i o s  e n  c u y o  c o n t o r n o  p r e s e n t a b a n  f o l í c u l o s  
d e  s u p e r f i c i e  c l a r a .  
 
D i v e r s o s  a u t o r e s ,  s e ñ a l a n  q u e  e l  n ú m e r o  t o t a l  d e  o v o c i t o s  o b t e n i d o s  p o r  
o v a r i o ,  v a r i a  d e  a c u e r d o  a l  m é t o d o  d e  r e c o l e c c i ó n  u t i l i z a d o .  Iwazaki y cols.  
( 1 9 8 7 )  r e a l i z a n  u n  e s t u d i o  c o m p a r a t i v o  e n t r e  e l  m é t o d o  d e  a s p i r a c i ó n  y  e l  
d e s m e n u z a n d o  d e l  t e j i d o  o v á r i c o .  E l  n ú m e r o  d e  o v o c i t o s  o b t e n i d o s  p o r  e l  m é t o d o  
d e  a s p i r a c i ó n  f u e  d e  9 . 4  o v o c i t o s  t o t a l e s  p o r  o v a r i o ,  m i e n t r a s  q u e  p o r  
d e s m e n u z a m i e n t o  o b t u v i e r o n  e n t r e  1 3  y  2 6 .  
 
P o s t e r i o r m e n t e ,  Hamano y Kuwayama ( 1 9 9 3 )  o b t i e n e n  e n  p r o m e d i o  
6 3 . 2  o v o c i t o s  p o r  o v a r i o  a  t r a v é s  d e l  f i n o  c o r t e  d e  l a  s u p e r f i c i e  o v á r i c a  c o n  u n  
d i s p o s i t i v o  d i s e ñ a d o  c o n  h o j a s  d e  a c e r o  e s t é r i l e s  d i s p u e s t a s  e n  f o r m a  p a r a l e l a .  L a  
m e j o r a  i n t r o d u c i d a  e n  e l  s i s t e m a  d e  c o r t e  p e r m i t i ó  i n c r e m e n t a r  e n  m a s  d e  3  v e c e s  
l o s  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r m e n t e  r e p o r t a d o s .  
 
S i n  e m b a r g o ,  e s t o s  a u t o r e s  s e ñ a l a n  q u e  e l  m é t o d o  d e  c o r t e ,  p r o d u c e  l a  
i n c i s i ó n  a l  a z a r  t a n t o  d e  l a  s u p e r f i c i e  o v á r i c a  c o m o  e l  i n t e r i o r .  E s t e  h e c h o  d e r i v a  
e n  l i b e r a c i ó n  d e  o v o c i t o s  d e  f o l í c u l o s  m e n o r e s  a  2  m m  d e  Æ ,  c u y a  c a p a c i d a d  d e  
m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  e s  m e n o r  e n  c o m p a r a c i ó n  a  l o s  o v o c i t o s  o b t e n i d o s  d e  
f o l í c u l o s  d e  m a y o r  d i á m e t r o .  
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S i  b i e n  p o r  e s t e  m é t o d o ,  l a  c a n t i d a d  t o t a l  d e  o v o c i t o s  o b t e n i d o s  e n  e l  
p r e s e n t e  e s t u d i o  e s  m e n o r ,  l a  s e l e c c i ó n  d e  l o s  f o l í c u l o s  p a r a  a s p i r a r  y  l a  a u s e n c i a  
d e  r u p t u r a  d e  v a s o s  s a n g u í n e o s  d e  l a  s u p e r f i c i e  d e l  o v a r i o ,  s i m p l i f i c a n  l a  
i d e n t i f i c a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  e n  e l  m a t e r i a l  o b t e n i d o  d e  l o s  f o l í c u l o s .   
 
E n  e l  m é t o d o  d e  a s p i r a c i ó n ,  e l  d i á m e t r o  d e  l a s  a g u j a s  u t i l i z a d a s  y  e l  t i p o  
d e  b i s e l  q u e  e s t a s  p o s e e n ,  t i e n e n  u n  e f e c t o  s i g n i f i c a t i v o  t a n t o  e n  l a  c a n t i d a d  c o m o  
e n  l a  c a l i d a d  d e  l o s  o v o c i t o s  o b t e n i d o s .  A s í ,  d o s  e q u i p o s  d e  i n v e s t i g a d o r e s ,  
Hamano y Kuwayama ( 1 9 9 3 )  y  Carolan y cols.  ( 1 9 9 4 )  o b t i e n e n  e n  p r o m e d i o  8  
y  1 3 . 5  o v o c i t o s  t o t a l e s  r e s p e c t i v a m e n t e ,  u t i l i z a n d o  a g u j a s  1 8 - g  p a r a  l a  p u n c i ó n  
d e  l o s  f o l í c u l o s  o v á r i c o s .  
 
P o r  s u  p a r t e ,  Fry y cols. ( 1 9 9 7 )  c o m p a r a n  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  a g u j a s  1 7 - g y 
2 0 - g  e n  l a  o b t e n c i ó n  d e  o v o c i t o s .  L o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  q u e  e l  m a y o r  n ú m e r o  d e  
o v o c i t o s  t o t a l e s  p o r  o v a r i o  ( 4 . 2 )  s e  l o g r ó  u t i l i z a n d o  a g u j a s  1 7 g .   
 
L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  i n d i c a n  q u e  s o b r e  u n  t o t a l  
d e  3 . 1 8 0  o v a r i o s  r e c o g i d o s ,  h e m o s  o b t e n i d o  1 8 . 5 2 4  o v o c i t o s  t o t a l e s .  D e  e s t e  
m o d o ,  l o g r a m o s  o b t e n e r  e n  p r o m e d i o  5 . 8 2  o v o c i t o s  t o t a l e s  p o r  o v a r i o .  E s t o s  
r e s u l t a d o s  s e  u b i c a n  e n  u n  r a n g o  i n t e r m e d i o  a  l o s  i n f o r m a d o s  c o n  a n t e r i o r i d a d .  
E s  i m p o r t a n t e  r e s e ñ a r  q u e  e s t a  v a r i a b i l i d a d  p u e d e  e s t a r  m o t i v a d a  p o r  l a  
e x p e r i e n c i a  d e l  o p e r a d o r  e n  l a  r e c o l e c c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  y  a  l a s  v a r i a c i o n e s  
p r o p i a s  d e  l o s  o v a r i o s  ( e d a d  d e l  a n i m a l ,  r a z a  y  e s t a d o  r e p r o d u c t i v o ) .  
 
 P o r  o t r a  p a r t e ,  Leibfried y First ( 1 9 7 9 )  i n f o r m a n  q u e  l a  e s t r u c t u r a  q u e  
p r e s e n t a n  l o s  o v o c i t o s  r e c o g i d o s  d e  l o s  o v a r i o s ,  n o s  b r i n d a  l a  p o s i b i l i d a d  d e  
p r e d e c i r  s u  c a p a c i d a d  d e  r e i n i c i a r  l a  m e i o s i s .  D e  e s t e  m o d o ,  e s t o s  a u t o r e s  
p r o p o n e n  l a  p o s i b i l i d a d  d e  s e l e c c i o n a r  l o s  o v o c i t o s  b a s a d o s  e n  s u  a p a r i e n c i a  
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g e n e r a l  ( c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  y  a p a r i e n c i a  d e l  c i t o p l a s m a ) .  A s í  s e  h a  p o d i d o  
d e m o s t r a r  q u e  l a  p r e s e n c i a  d e  m a s  d e  t r e s  o  m á s  c a p a s  d e  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  
c o m p a c t o  y  r o d e a n d o  c o m p l e t a m e n t e  a  l o s  o v o c i t o s ,  a s í  c o m o  l a  a p a r i e n c i a  
h o m o g é n e a  y  c o m p a c t a  d e l  o v o p l a s m a ,  s o n  l o s  m e j o r e s  i n d i c a d o r e s  d e  l a  
c a p a c i d a d  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s .  
 
B a s a d o s  e n  e s t a  m e t o d o l o g í a ,  h e m o s  s e l e c c i o n a d o  c o m o  a p t o s  p a r a  l a  
m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o ,  5 . 3 0 5  o v o c i t o s  q u e  p r e s e n t a n  t r e s  o  m á s  e s t r a t o s  c o m p a c t o s  
d e  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  q u e  l o  r o d e e n  y  o v o p l a s m a s  h o m o g é n e o s .  P o r  e l  
c o n t r a r i o ,  h e m o s  s e l e c c i o n a d o  c o m o  n o  a p t o s  y  d e s c a r t a d o s  p a r a  l a  m a d u r a c i ó n  
i n  v i t r o ,  1 3 . 2 1 9  o v o c i t o s  q u e  s e  p r e s e n t a n  r o d e a d o s  p o r  m e n o s  d e  t r e s  e s t r a t o s  d e  
c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s ,  c ú m u l u s  n o  c o m p a c t o  y  o v o p l a s m a s  h e t e r o g é n e o s  o  
p i c n ó t i c o s .   
 
E n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  e l  n ú m e r o  o v o c i t o s  a p t o s  p o r  o v a r i o  f u e  1 . 6 6  y  e l  
n ú m e r o  d e  o v o c i t o s  n o  a p t o s  f u e  4 . 1 5  p o r  o v a r i o ,  p a r a  s e r  m a d u r a d o s   i n  v i t r o . El 
n ú m e r o  d e  o v o c i t o s  a p t o s  y  n o  a p t o s  p o r  o v a r i o s  f u e  s i m i l a r  a  l a  o b t e n i d a  p o r  
o t r o s  a u t o r e s  ( Xu y cols., 1986; Shioya y cols., 1988; De Loos y cols., 1989; 
Madison y cols., 1992) .  
 
 L a  r e l a c i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  l o s  o v o c i t o s  a p t o s  y  n o  a p t o s  p o r  o v a r i o  
o b t e n i d a ,  e s t a  d i r e c t a m e n t e  r e l a c i o n a d a  c o n  l a s  t r e s  v a r i a b l e s  i n v o l u c r a d a s :  
r e c o l e c c i ó n  y  t r a n s p o r t e  d e  l o s  o v a r i o s ,  m é t o d o s  e  i n s t r u m e n t a l  e m p l e a d o s  p a r a  l a  
o b t e n c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  y  e l  c o r r e c t o  c r i t e r i o  e m p l e a d o  p a r a  s u  s e l e c c i ó n .  E n  
e s t e  s e n t i d o ,  e l  e n t r e n a m i e n t o  a d e c u a d o  d e l  o p e r a d o r  y  c a l i d a d  y  p r o c e d e n c i a  d e l  
m a t e r i a l  o r i g i n a r i o  ( o v a r i o s )  s o n  i m p o r t a n t e s  a  l a  h o r a  d e  e v a l u a r  r e s u l t a d o s .  
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E s t á  c l a r a m e n t e  e s t a b l e c i d o  q u e  e l  m e d i o  d e  c u l t i v o  e m p l e a d o  p a r a  l a  
m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s ,  i n f l u y e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e n  l a s  t a s a s  d e  
f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  ( Brackett y Zuelke, 1993) .  
 
H a s t a  e l  p r e s e n t e ,  u n a  g r a n  v a r i e d a d  d e  m e d i o s  d e  c u l t i v o  h a n  s i d o  
u t i l i z a d o s  p a r a  m a d u r a r  i n  v i t r o  o v o c i t o s  b o v i n o s .  D e  t o d o s  l o s  m e d i o s  u t i l i z a d o s ,  
e l  m e d i o  T C M - 1 9 9  e s  e l  m á s  f r e c u e n t e m e n t e  u t i l i z a d o .  E s t e  m e d i o  p u e d e  s e r  
s u p l e m e t a d o  c o n  S F B  o  S V C  p a r a  l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  o v o c i t o s .  Sirard 
y cols. ( 1 9 8 8 )  i n f o r m a n  q u e  l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  p u e d e  s e r  d e l  9 0 % ,  c u a n d o  l o s  
o v o c i t o s  s e l e c c i o n a d o s  s o n  c u l t i v a d o s  e n  p r e s e n c i a  d e  S F B  y  h o r m o n a s  ( F S H ,  
L H  y  e s t r a d i o l )  c o m o  s u p l e m e n t o .  
 
Younis y cols. ( 1 9 8 9 )  o b t i e n e n  s u p e r i o r e s  í n d i c e s  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o ,  
s u p l e m e t a n d o  e l  m e d i o  d e  c u l t i v o  c o n  S V C  y  c o m p a r á n d o l o  c o n  S F B .  E s t a s  
d i f e r e n c i a s ,  s o n  d e b i d a s  p r o b a b l e m e n t e  a l  d i f e r e n t e  c o n t e n i d o  d e  h o r m o n a s  y  
f a c t o r e s  d e  c r e c i m i e n t o  q u e  p r o m u e v e n  e l  m a y o r  d e s a r r o l l o .  S i n  e m b a r g o ,  h a y  
q u e  d e s t a c a r  q u e  e n  e s t a  e x p e r i e n c i a  e l  S F B  n o  i n c l u y ó  F S H  e n  e l  s u p l e m e n t o  
h o r m o n a l .  
 
Weimer y cols. ( 1 9 9 1 )  i n f o r m a n  q u e  p u e d e n  o b t e n e r s e  e l e v a d o s  í n d i c e s  
d e  m a d u r a c i ó n   i n  v i t r o  ( 9 1 . 3 % )  c o m b i n a n d o  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  
S F B  y  h o r m o n a s .  S i n  e m b a r g o ,  o b t u v i e r o n  u n  7 3 . 3 %  c u a n d o  e m p l e ó  m e d i o  
TCM - 1 9 9 ,  s u p l e m e n t a d o  c o n  S V C  y  h o r m o n a s .  
 
P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  s u p l e m e n t a c i ó n  d e l  m e d i o  d e  m a d u r a c i ó n  c o n  F S H  y / o  
L H  s e  b a s a  e n  e l  p a p e l  q u e  c u m p l e n  e s t a s  h o r m o n a s  e n  l o s  p r o c e s o s  d e  
m a d u r a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  i n  v i v o .  L a  d i v e r s i d a d  d e  p r e p a r a c i o n e s  c o m e r c i a l e s  
d e  g o n a d o t r o f i n a s  u t i l i z a d a s ,  e n  c o m b i n a c i ó n  c o n  l a  d i f e r e n t e  c o m p o s i c i ó n  d e  l o s  
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m e d i o s  d e  c u l t i v o  u t i l i z a d o s  g e n e r a  u n a  a m p l i a  v a r i e d a d  d e  r e s u l t a d o s .  E n  
p a r t i c u l a r ,  l a  p r e s e n c i a  d e  s u e r o  c o m o  f u e n t e  d e  c o m p o s i c i ó n  i n d e f i n i d a  d e  
h o r m o n a s  y  f a c t o r e s  d e  c r e c i m i e n t o ,  c o n t r i b u y e n  a  e s t e  r a z o n a m i e n t o .  
 
A l  m i s m o  t i e m p o ,  Xu y cols. ( 1 9 8 8 )  i n f o r m a n  q u e  e l  m e d i o a m b i e n t e  
h o r m o n a l  s u f r e  c a m b i o s  d u r a n t e  e l  t i e m p o  d e  c u l t i v o  d e b i d o  p r i n c i p a l m e n t e  a  l a  
c a p t a c i ó n  d e  e s t e r o i d e s  p o r  p a r t e  d e l  a c e i t e  q u e  r e c u b r e  l a s  g o t a s  d e l  m e d i o  d e  
m a d u r a c i ó n .  S i n  e m b a r g o ,  y  a  p e s a r  d e  e s t a s  ú l t i m a s  o b s e r v a c i o n e s ,  l a  t e n d e n c i a  
g e n e r a l  e n  l o s  s i s t e m a s  d e  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o ,  e s  l a  
s u p l e m e n t a c i ó n  d e l  m e d i o  d e  m a d u r a c i ó n  T C M - 1 9 9  c o n  S F B , FSH, LH y 
e s t r a d i o l .  
 
E n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  h e m o s  u t i l i z a d o  g o t a s  m e d i o  T C M - 1 9 9  r e c u b i e r t a s  
c o n  a c e i t e  y  s u p l e m e n t a d o  c o n  S F B  y  h o r m o n a s .  D e  e s t e  m o d o  h e m o s  o b t e n i d o  
u n  p r o m e d i o  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  d e l  9 1 , 6 6 %  d e  l a  m u e s t r a  e v a l u a d a  d e  
o v o c i t o s  s e  e n c o n t r a r o n  e n  e s t a d i o  d e  m e t a f a s e  I I .  
 
Ball y cols. ( 1 9 8 4 )  y  Del Campo ( 1 9 9 3 )  i n f o r m a n  q u e  l a  m a d u r a c i ó n  f i n a l  
d e l  o v o p l a s m a  d e b e  o c u r r i r  c o n c o m i t a n t e m e n t e  c o n  l a  m a d u r a c i ó n  n u c l e a r  d e l  
o v o c i t o .  A s i m i s m o ,  l a  e x p a n s i ó n  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  d e  l o s  o v o c i t o s  
m a d u r a d o s  i n  v i t r o ,  r e f l e j a  l a  c a p a c i d a d  d e  l a s  g a m é t a s  d e  r e i n i c i a r  e l  p r o c e s o  
m e i ó t i c o .   
 
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s ,  p e r m i t e n  d e m o s t r a r  q u e  e x i s t e  u n a  i m p o r t a n t e  
r e l a c i ó n  e n t r e  l a  e x p a n s i ó n  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  y  l a  m a d u r a c i ó n   i n  v i t r o  
d e  l o s  o v o c i t o s .  A s í ,  e n  p r o m e d i o  e l  9 6 . 6 6 %  d e  l o s  o v o c i t o s  d e  l o s  p r e s e n t a r o n  
e x p a n s i ó n  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s .  D e l  m i s m o  m o d o ,  e l  9 3 . 8 8 %  d e  e s t o s  
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o v o c i t o s  e n  p r o m e d i o  q u e  e m i t e n  e l  p r i m e r  c u e r p o  p o l a r  y  a  s u  v e z ,  e l  9 1 . 6 6 %  
p r e s e n t a  m e t a f a s e  I I .   
 
E l  e s t u d i o  e s t a d í s t i c o  d e  l a s  v a r i a b l e s  a n a l i z a d a s  e n  l a  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  
d e  l o s  o v o c i t o s ,  d e m u e s t r a  q u e  n o  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  l o s  
r e p l i c a d o s .  E s t o s  r e s u l t a d o s  c o r r o b o r a n  q u e  l o s  d i f e r e n t e s  c o m p o n e n t e s  d e l  
s i s t e m a  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  u t i l i z a d o  e n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  c a r e c e n  d e  
v a r i a b i l i d a d .   
 
L a  m a y o r í a  d e  l o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  e n  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  e n  b o v i n o s ,  
u t i l i z a n  s e m e n  c o n g e l a d o  p a r a  e l  c o c u l t i v o  c o n  l o s  o v o c i t o s  m a d u r a d o s  i n  v i t r o .  
E l  p r o c e s a m i e n t o  d e l  s e m e n  i n c l u y e  e l  l a v a d o ,  l a  s e l e c c i ó n  y  l a  c a p a c i t a c i ó n  d e  l a  
c é l u l a  e s p e r m á t i c a s .   
 
E n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  h e m o s  u t i l i z a d o  e l  l a v a d o  d e l  s e m e n  p o r  
c e n t r i f u g a c i ó n  y  l a  c o m b i n a c i ó n  d e  h e p a r i n a  y  c a f e í n a  p a r a  s u  c a p a c i t a c i ó n .  D e  
e s t e  m o d o ,  h e m o s  o b t e n i d o  e n  p r o m e d i o  u n  8 2 . 7 7 %  d e  o v o c i t o s  p e n e t r a d o s .  
A s i m i s m o ,  l a  f o r m a c i ó n  d e  l o s  p r o n ú c l e o s  m a s c u l i n o  y  f e m e n i n o  o b s e r v a d a  f u e  
e n  p r o m e d i o  8 3 . 2 2 % .  
 
E s t o s  r e s u l t a d o s  s o n  s i m i l a r e s  a  l o s  o b t e n i d o s  p o r  Niwa y Ohgoda ( 1 9 8 8 )  
e n  l o s  q u e  u t i l i z a n  e l  m é t o d o  d e  c e n t r i f u g a c i ó n  p a r a  e l  l a v a d o  d e  l o s  
e s p e r m a t o z o i d e s  y  o b t i e n e n  u n a  t a s a  d e  f e r t i l i z a c i ó n  m e d i a  d e l  6 8 % ,  c o n  u n a  
v a r i a c i ó n  d e l  3 5 %  a l  9 6 %  e n  r e l a c i ó n  a  l o s  d i f e r e n t e s  s e m e n t a l e s  u t i l i z a d o s .  D e l  
m i s m o  m o d o ,  Tajik y Niwa ( 1 9 9 8 )  l o g r a n  t a s a s  d e  p e n e t r a c i ó n  d e  o v o c i t o s  e n t r e  
e l  7 3 %  y  e l  8 3 % .  
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Asimi s m o ,  Niwa y Ohgoda ( 1 9 8 8 )  a n a l i z a n  e l  e f e c t o  s i n é r g i c o  d e  2 0  
mg / m l  d e  h a p a r i n a  y  1 0  m M  d e  c a f e í n a  s o b r e  l a  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  l o s  
o v o c i t o s ,  y  o b s e r v a n  q u e  a q u e l l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  c u l t i v a d o s  e n  p r e s e n c i a  d e  
a m b o s  c o m p o n e n t e s ,  l o s  í n d i c e s  d e  p e n e t r a c i ó n  e s p e r m á t i c a  s e  i n c r e m e n t a n  a l  
6 8 %  e n  c o m p a r a c i ó n  d e l  3 2 %  y  3 5 %  o b t e n i d o s  e n  p r e s e n c i a  d e  h e p a r i n a  o  
c a f e í n a ,  i n d i v i d u a l m e n t e .  E n  l a  a c t u a l i d a d ,  Tajik y Niwa ( 1 9 9 8 )  o b t i e n e n  u n  
8 3 %  d e  f e r t i l i z a c i ó n  u t i l i z a n d o  u n a  c o m b i n a c i ó n  d e  5  m M  d e  c a f e í n a  y  1 0  mg / m l 
d e  h e p a r i n a  p a r a  l a  c a p a c i t a c i ó n  d e  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  y  u n  4 1 %  m e d i a n t e  e l  
u s o  d e  h e p a r i n a  s i n  c a f e í n a .   
 
R e f e r e n t e  a l  c o c u l t i v o ,  Ling y Lu ( 1 9 9 0 )  i n f o r m a n  q u e  p u e d e n  
c o c u l t i v a r s e  h a s t a  5 0  o v o c i t o s  p o r  m i c r o g o t a  d e  5 0  ml  d e  m e d i o  d e  c u l t i v o  s i n  
q u e  e l l o  s i g n i f i q u e  r e d u c i r  l o s  p o r c e n t a j e s  d e  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o .  A s i m i s m o ,  
Saeki y cols. ( 1 9 9 5 )  a n a l i z a n  e l  e f e c t o  d e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  e s p e r m á t i c a  s o b r e  l o s  
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e n  l a  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  d e  o v o c i t o s .  E s t o s  a u t o r e s ,  
d e m u e s t r a n  q u e  e l  i n c r e m e n t o  e n  l a  c o n c e n t r a c i ó n  e s p e r m á t i c a  d e  1 x 1 0 4  
c é l u l a s / m l  a  1 x 1 0 6  c é l u l a s / m l  p o r  c a d a  1 0  o v o c i t o s  f a v o r e c e  l o s  í n d i c e s  d e  
f e r t i l i z a c i ó n .   
 
B a s a d o s  e n  l o s  r e s u l t a d o s  e x p r e s a d o s  a n t e r i o r m e n t e ,  e n  e s t e  t r a b a j o  h e m o s  
e m p l e a d o  u n a  r e l a c i ó n  d e  1 0  a  1 5  o v o c i t o s  p o r  g o t a  y  1 . 6 x  1 0 6  c é l u l a s  p o r  
m i l i l i t r o  r e s p e c t i v a m e n t e .  L a  t a s a  d e  p o l i s p e r m i a  o b t e n i d a  e n  e s t e  e s t u d i o  f u e  d e l  
1 6 . 7 7 % .  E s t e  r e s u l t a d o  n o s  i n d i c a  q u e  l a  r e l a c i ó n  o v o c i t o s - e s p e r m a t o z o i d e s  h a  
s i d o  l a  a d e c u a d a  e n  n u e s t r a s  c o n d i c i o n e s  d e  t r a b a j o .  
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   5.2.- Desarrollo in vitro de presuntos cigotos y embriones. 
 
E n  l a  a c t u a l i d a d ,  l o s  s i s t e m a s  d e  c o c u l t i v o  i n  v i t r o ,  c u l t i v o  e n  m e d i o s  
c o n d i c i o n a d o s  y  c u l t i v o  e n  m e d i o s  d e f i n i d o s  u t i l i z a d o s ,  a p o r t a n  a  l o s  c i g o t o s  y  
e m b r i o n e s  b o v i n o s ,  l o s  e l e m e n t o s  n e c e s a r i o s  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  y la 
s u p e r a c i ó n  d e l  e s t a d o  d e  b l o q u e o  8 - 1 6  c é l u l a s .   
 
Camous y cols. ( 1 9 8 4 )  o b t i e n e n  u n  i m p o r t a n t e  p o r c e n t a j e  d e  e m b r i o n e s  
e n  e s t a d i o  d e  8  c é l u l a s  ( 7 0 % )  q u e  a l c a n z a n  e l  e s t a d i o  d e  m ó r u l a ,  c u a n d o  s o n  c o -
c u l t i v a d o s  c o n  v e s í c u l a s  t r o f o b l á s t i c a s .  L a  o b t e n c i ó n  d e l  m a t e r i a l  p a r a  e l  
c o c u l t i v o  s e  r e a l i z a  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  o b t e n i d o s  e l  d í a  1 3  o  1 4  d e  h e m b r a  
b o v i n a s  m u l t i o v u l a d a s .  D e  e s t e  m a t e r i a l ,  s e  o b t i e n e n  f r a g m e n t o s  d e l  t r o f o b l a s t o  y  
p o s t e r i o r m e n t e  s o n  c u l t i v a d o s  i n  v i t r o  d u r a n t e  2 4  h .  a  3 8 º C .  
 
P o s t e r i o r m e n t e ,  Aoyagi y cols. ( 1 9 9 0 )  r e a l i z a n  u n  e s t u d i o  c o m p a r a t i v o  e n  
e l  c o c u l t i v o  d e  e m b r i o n e s  e n  d i f e r e n t e s  s i s t e m a s  ( B O E C ,  v e s í c u l a s  t r o f o b l á s t i c a s  
y  c é l u l a s  d e l  s a c o  a m n i ó t i c o ) ,  o b t e n i e n d o  e n  t o d o s  e l l o s  s i m i l a r e s  r e s u l t a d o s  e n  e l  
p o r c e n t a j e  d e  b l a s t o c i s t o s  o b t e n i d o s .  S i n  e m b a r g o  e s t o s  a u t o r e s  h a c e n  n o t a r  l a  
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i m p o r t a n c i a  e n  l a  n e c e s i d a d  d e  p r o d u c i r  e m b r i o n e s  i n  v i t r o  d e  m a n e r a  s e n c i l l a  y  
e c o n ó m i c a .  
 
E n  e s t e  s e n t i d o ,  l a  o b t e n c i ó n  y  p r o d u c c i ó n  d e  c é l u l a s  B O E C  p a r a  e l  
c o c u l t i v o  c o n  l o s  c i g o t o s  y  e m b r i o n e s  r e s u l t a  s e r  m á s  s e n c i l l a  e n  c o m p a r a c i ó n  a  
l a s  v e s í c u l a s  t r o f o b l á s t i c a s .  
 
Eyestone y First ( 1 9 8 9 )  o b t i e n e n  u n  i n c r e m e n t o  d e l  5 %  e n  l a  p r o d u c c i ó n  
d e  b l a s t o c i s t o s  u t i l i z a n d o  m e d i o  T C M - 1 9 9  y  c é l u l a s  B O E C  e n  c o m p a r a c i ó n  a  
TCM - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  S F B .  A s í m i s m o ,  Xu y cols. ( 1 9 9 2 )  i n f o r m a n  q u e  e l  
s i s t e m a  d e  c o c u l t i v o  c o n  c é l u l a s  B O E C  a f e c t a  p o s i t i v a m e n t e  e l  d e s a r r o l l o  d e  l o s  
e m b r i o n e s  i n  v i t r o ,  a u n q u e  s e  n e c e s i t a  c o n t a r  c o n  o v i d u c t o s  f r e s c o s  p a r a  l a  
o b t e n c i ó n  d e l  m a t e r i a l  c e l u l a r .  
 
Zhang y cols. ( 1 9 9 5 )  e v a l ú a n  l a  f u n c i ó n  d e  l a s  c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  e n  e l  
s i s t e m a  d e  c o c u l t i v o  c o n  c é l u l a s  B O E C .  L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  d e m u e s t r a n  
q u e  a q u e l l o s  o v o c i t o s  c o - c u l t i v a d o s  c o n  c é l u l a s  B O E C  e n  p r e s e n c i a  d e  l a s  
c é l u l a s  d e l  c ú m u l u s  d e s p u é s  d e  s e r  f e r t i l i z a d o s ,  i n c r e m e n t a n  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e l  
p o r c e n t a j e  d e  b l a s t o c i s t o s  o b t e n i d o s .  
 
L o s  s i s t e m a s  p a r a  e l  c u l t i v o  d e  c i g o t o s  y  e m b r i o n e s  e n  m e d i o  
c o n d i c i o n a d o ,  e m p l e a n  e l  m e d i o  o b t e n i d o  d e  l o s  c u l t i v o s  c e l u l a r e s .  S i n  e m b a r g o ,  
l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  m e d i a n t e  e l  e m p l e o  d e  e s t o s  s i s t e m a s ,  n o  d i f i e r e n  d e  l o s  
m e n c i o n a d o s  a n t e r i o r m e n t e .   
 
Farin y cols. ( 1 9 9 7 )  o b t i e n e n  e n t r e  e l  2 4 %  y  3 3 %  d e  b l a s t o c i s t o s  
p r o d u c i d o s  c o c u l t i v a n d o  l o s  e m b r i o n e s  e n  m o n o c a p a  d e  c é l u l a s  B R L .  E s t a s  
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c é l u l a s  s o n  g e n e r a l m e n t e  p r o d u c i d a s  p o r  l a b o r a t o r i o s  e s p e c i a l i z a d o s  y p o r  l o  
t a n t o  n o  e s  u n  m a t e r i a l  a m p l i a m e n t e  d i s p o n i b l e  n i  d e  e c o n ó m i c a m e n t e  a c c e s i b l e .  
 
L o s  m e d i o s  q u í m i c a m e n t e  d e f i n i d o s  t a l e s  c o m o  e l  S O F  e l i m i n a n  
v i r t u a l m e n t e  t o d a s  l a s  v a r i a b l e s  c i t a d a s  a n t e r i o r m e n t e  y  p e r m i t e n  l o g r a r  p o s i t i v o s  
r e s u l t a d o s  e n  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s .  S i n  e m b a r g o ,  l a  f o r m u l a c i ó n  
d e  e s t e  t i p o  d e  m e d i o s ,  r e q u i e r e  d e  c o m p o n e n t e s  d e  m u y  b u e n a  c a l i d a d  l o  c u a l  
s i g n i f i c a  a l t o s  c o s t o s  d e  p r o d u c c i ó n .  
 
N u e s t r a s  c o n d i c i o n e s  d e  t r a b a j o  n o s  p e r m i t i e r o n  o p t a r  p o r  e l  s i s t e m a  d e  
c o c u l t i v o  c o n  c é l u l a s  B O E C  d a d a  l a  f a c i l i d a d  d e  o b t e n c i ó n  d e l  m a t e r i a l  y  m a n e j o  
d e  e s t e  m é t o d o  d e n t r o  d e l  s i s t e m a  d e  p r o d u c c i ó n  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s .  
 
Rose y Bavister ( 1 9 9 2 )  p r o p o n e n  c o m o  c r i t e r i o  d e  e v a l u a c i ó n  d e l  
d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o ,  e l  e s t u d i o  d e  l a  m o r f o l o g í a  y  e l  p r o g r e s o  e n  e l  d e s a r r o l l o .  
A s i m i s m o ,  r e l a c i o n a n  e s t o s  p a r á m e t r o s  c o n  l a  c a n t i d a d  d e  c é l u l a s  q u e  c o m p o n e n  
l o s  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o s  a v a n z a d o s  d e l  d e s a r r o l l o  ( m ó r u l a s  y  b l a s t o c i s t o s ) .  
 
Xu y cols. ( 1 9 9 2 )  e v a l ú a n  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  c o -
c u l t i v a d o s  c o n  c é l u l a s  B O E C  e n  d i f e r e n t e s  m e d i o s .  S i n  b i e n  l o s  m e j o r e s  í n d i c e s  
d e  d e s a r r o l l o  s e  p r o d u j e r o n  e n  m e d i o  M e n e z o ' s  B 2 ,  a  l a s  4 8  h  p o s t - i n s e m i n a c i ó n  
s e  o b s e r v a n  e n  p r o m e d i o  u n  6 2 . 5 %  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  4  c é l u l a s  y  u n  
1 8 . 2 %  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  8  c é l u l a s .  A  l a s  9 6  h .  s e  a p r e c i a  u n  3 3 %  d e  
e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  m ó r u l a  t e m p r a n a  y  u n  2 6 %  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  
m ó r u l a .  A  l a s  1 2 0  h .  e x i s t e  u n  3 4 . 5 %  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  m ó r u l a  
t e m p r a n a ,  u n  3 3 . 1 %  d e  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  m ó r u l a  y  u n  9 . 4 %  e n  e s t a d i o  d e  
b l a s t o c i s t o .  C a b e  d e s t a c a r  q u e  l o s  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  d e  m ó r u l a  e v i d e n c i a r o n  
e n  p r o m e d i o  4 5 . 4  c é l u l a s .  
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Van Soom y cols. ( 1 9 9 2 )  r e a l i z a n  u n  e s t u d i o  d e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  
e m b r i o n e s  b o v i n o s  e n  s i s t e m a  d e  c o c u l t i v o .  E l  d e s a r r o l l o  d e  l o s  e m b r i o n e s  e s  
c a r a c t e r i z a d o  p o r  u n  c l i v a j e  r á p i d o  h a s t a  e l  e s t a d i o  d e  4  c é l u l a s .  P o s t e r i o r m e n t e ,  
s e  d e s c r i b e  u n  d e s a r r o l l o  m á s  l e n t o  e n  e l  e s t a d i o  d e  8  a  1 6  c é l u l a s  y  e l  e s t a d i o  
m ó r u l a  e l  e m b r i ó n  p r e s e n t a  3 2  c é l u l a s .  D e  e s t e  m o d o ,  l o s  p i c o s  d e  c o n c e n t r a c i ó n  
e n  e s t a d i o s  d e  2 ,  4 ,  8 ,  1 6  y  3 2  c é l u l a s  s e  p r o d u c e n  a  l a s  3 6 ,  4 2 ,  6 0 ,  1 0 2  y  1 2 6  
h o r a s  p o s t  i n s e m i n a c i ó n ,  r e s p e c t i v a m e n t e .   
 
P o s t e r i o r m e n t e ,  Graisart y cols. ( 1 9 9 6 )  i n f o r m a n  q u e  l a  m a y o r  
p r o p o r c i ó n  d e  e m b r i o n e s  d e  2 ,  4 ,  5  a  8 ,  9  a  1 6  c é l u l a s  y  m ó r u l a s  s e  p r o d u c e n  a  l a s  
3 4 ,  4 6 ,  6 1 ,  1 1 5  y  1 4 9  h .  r e s p e c t i v a m e n t e .  A s i m i s m o ,  d e s c r i b e n  q u e  e x i s t e  e n t r e  
e m b r i o n e s  u n a  a s i n c r o n i a  e n  e l  d e s a r r o l l o  d e  l a s  b l a s t ó m e r a s  q u e  c o m i e n z a  e n  e l  
e s t a d i o  d e  2  c é l u l a s ,  d a d o  p o r  l a  d i f e r e n c i a  e n  e l  c i c l o  c e l u l a r .  E s t e  h e c h o  
d e t e r m i n a  q u e  e x i s t a  u n  r e t r a s o  e n  e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  d e n o m i n a d o        
"lag - p h a s e "  o  f a s e  d e  r e p o s o ,  q u e  e v i d e n c i a  u n a  c a r a c t e r í s t i c a  i n d i v i d u a l  d e  
c o m p o r t a m i e n t o .  
 
B a s a d o s  e n  e s t o s  s u p u e s t o s ,  h e m o s  e s c o g i d o  l a s  4 8  h .  p o s t - i n s e m i n a c i ó n  
p a r a  l a  o b t e n c i ó n  d e  e m b r i o n e s  d e  4  a  8  c é l u l a s ,  l a s  9 6  h .  p a r a  l a  o b t e n c i ó n  d e  
e m b r i o n e s  d e  m e n o s  d e  3 2  c é l u l a s  y  l a s  1 2 0  h .  p a r a  l a  o b t e n c i ó n  d e  e m b r i o n e s  d e  
m á s  d e  3 2  c é l u l a s .  D e l  m i s m o  m o d o ,  h e m o s  t o m a d o  e l  c r i t e r i o  d e  e v a l u a c i ó n  d e  
l a  m o r f o l o g í a  p r o g r e s o  e n  e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  d e l  t o t a l  e m b r i o n e s ,  a  
d i f e r e n t e s  i n t e r v a l o s  d e  t i e m p o  e n  l o s  s u b g r u p o s  C o n t r o l  I  d e  l o s  g r u p o s  4 - 8 ,  
m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s   
 
E n  e s t e  t r a b a j o  h e m o s  o b t e n i d o  u n  p o r c e n t a j e  d e  e m b r i o n e s  d e s a r r o l l a d o s ,  
s e g ú n  l o s  d i f e r e n t e s  p e r i o d o s  d e  t i e m p o ,  q u e  s o n :  d e l  6 9 . 6 1 %  a  l a s  4 8  h ,            
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d e l  5 9 . 1 7 %  a  l a s  7 2  h . ,  d e l  4 0 , 3 1 %  a  l a s  9 6  h . ,  d e l  3 4 . 8 2 %  a  l a s  1 2 0  h .  y  d e l  
2 5 . 0 4 %  a  l a s  1 4 4  h .  
 
L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  i n d i c a n  q u e  l o s  o v o c i t o s  b o v i n o s  m a d u r a d o s  y  
f e r t i l i z a d o s  i n  v i t r o ,  d e s a r r o l l a n  e n  e l  s i s t e m a  d e  c o c u l t i v o ,  h a s t a  e l  e s t a d i o  d e  
m ó r u l a  c o m p a c t a - b l a s t i c i t o  t e m p r a n o .  D e  e s t e  m o d o ,  l o s  p o r c e n t a j e s  d e  
d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  o b t e n i d o s ,  c o n c u e r d a n  c o n  l o s  i n f o r m a d o s  a n t e r i o r m e n t e  e n  
l o s  q u e  s e  u t i l i z a n  d i f e r e n t e s  s i s t e m a s  d e  c o c u l t i v o  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o .  
 
S i  b i e n  e l  p r i n c i p a l  o b j e t i v o  d e  e s t e  t r a b a j o  n o  h a  s i d o  l a  p r o d u c c i ó n         
i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s .  L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e n  e s t e  s i s t e m a  d e  p r o d u c c i ó n     
i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s ,  s e  b a s a n  e n  l a  c o n c a t e n a c i ó n  d e  f a c t o r e s  
e s e n c i a l e s  t a l e s  c o m o :  
 
1 . -  A d e c u a d a  m a n i p u l a c i ó n  d e  o v a r i o s  y  o v o c i t o s  i n m a d u r o s .  
2 . -  C r i t e r i o  d e  s e l e c c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s  p a r a  s e r  m a d u r a d o s  i n  v i t r o  
3 . -  C o n d i c i o n e s  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o .  
4 . -  A d e c u a d a  m a n i p u l a c i ó n  d e l  s e m e n  y  l a s  c o n d i c i o n e s  d e  f e r t i l i z a c i ó n   
i n  v i t r o  
5 . -  C o n d i c i o n e s  d e  c u l t i v o  d e  c i g o t o s  y  e m b r i o n e s .  
 
D e  t o d o s  m o d o s ,  e l  i n c r e m e n t o  d e  l a  e f i c i e n c i a  e n  l a  p r o d u c c i ó n  i n  v i t r o  
d e  e m b r i o n e s  r e q u i e r e ,  u n a  m a y o r  p r o f u n d i z a c i ó n  d e  l o s  e s t u d i o s  e n  e l  
e n t e n d i m i e n t o  d e  l o s  p r o c e s o s  d e  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  d e  l o s  o v o c i t o s ,  y  
d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s .  
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  5.3.- Sexado de embriones. 
 
 E l  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s  e n  l a  e s p e c i e  b o v i n a  a d q u i e r e  u n a  i m p o r t a n t e  
r e l e v a n c i a ,  e n  l a  p r o d u c c i ó n  d e  a n i m a l e s  t r a n s g é n i c o s  y  e n  l a  i n d u s t r i a  d e  l a s  
t r a n s f e r e n c i a s  e m b r i o n a r i a s ,  a l  p e r m i t i r  l a  p r o g r a m a c i ó n  d e  c r í a s  d e  u n  s e x o  
d e t e r m i n a d o .  L a  i n c o r p o r a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a  d e  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  e n  e l  s i s t e m a  
p r o d u c t i v o ,  h a  f o r t a l e c i d o  l a  p o s i b i l i d a d  d e  s e x a r  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o s  
p r e i m p l a n t a c i o n a l e s .  
 
 A  t a l  f i n ,  h a n  s i d o  p r o p u e s t o s  a  l o  l a r g o  d e l  t i e m p o  d i f e r e n t e s  
p r o c e d i m i e n t o s  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o .  B á s i c a m e n t e ,  e x i s t e n  6  
p r o c e d i m i e n t o s  d e s c r i t o s  q u e  i n c l u y e n :  1 . -  e l  a n á l i s i s  c i t o g e n é t i c o ,  2 . -  l a  
h i b r i d i z a c i ó n  c o n  s o n d a s  d e  A D N  e s p e c í f i c a s  p a r a  e l  c r o m o s o m a  Y ,  3 . -  e l  P C R ,  
4 . -  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e  e n z i m a  l i g a d a s  a l  c r o m o s o m a  X ,  5 . -  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  
a n t í g e n o s  e s p e c í f i c o s  d e l  s e x o  ( a n t í g e n o  H - Y) y 6. -  l a  d i f e r e n c i a  e n  e l  d e s a r r o l l o  
e n t r e  m a c h o s  y  h e m b r a s .  
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 L o s  p r i m e r o s  t r e s  p r o c e d i m i e n t o s ,  e m p l e a n  m a t e r i a l  e m b r i o n a r i o  p a r a  l a  
d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  y  p o s e e n  u n a  e f i c i e n c i a  s u p e r i o r  a l  9 0 % .  L o s  
p r o c e d i m i e n t o s  4  y  5  n o  r e q u i e r e n  d e  l a  t o m a  d e  m u e s t r a s  d e  m a t e r i a l  
e m b r i o n a r i o ,  p e r o  s u  e f i c i e n c i a  h a  d e m o s t r a d o  s e r  m e n o r  y  v a r i a b l e  ( 7 0  a l  8 5 % ) .  
E l  s e x t o  m é t o d o ,  e s  s o l a m e n t e  a p l i c a b l e  e n  a q u e l l o s  s i s t e m a s  d e  p r o d u c c i ó n        
i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  y  d e b i d o  a  l o s  b a j o s  p o r c e n t a j e s  d e  p r e d o m i n a n c i a  d e  
m a c h o s  s o b r e  h e m b r a s ,  n o  r e s u l t a  e f e c t i v o  c o m o  m é t o d o  d e  s e l e c c i ó n .  
  
 U n  i m p o r t a n t e  c r i t e r i o  a  c o n s i d e r a r  e n  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  u n a  d e t e r m i n a d a  
t é c n i c a  d e  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s ,  e s  l a  e f i c i e n c i a  d e l  m i s m o  m e d i d a  n o  s o l a m e n t e  
p o r  l a  c a n t i d a d  d e  e m b r i o n e s  q u e  s o n  s e x a d o s  e f i c i e n t e m e n t e ,  s i n o  t a m b i é n  
d e b e m o s  c o n s i d e r a r  l a  v i a b i l i d a d  d e l  e m b r i ó n  d e s p u és  d e  s e r  s o m e t i d o  a l  
p r o c e d i m i e n t o .  O t r o  a s p e c t o  n o  m e n o s  i m p o r t a n t e ,  e s  l a  f a c t i b i l i d a d  d e  i n c l u i r  e l  
m é t o d o  d e  s e x a d o  d e n t r o  d e l  s i s t e m a  p r o d u c t i v o .  E n  e s t e  s e n t i d o ,  d e b e m o s  t e n e r  
m u y  e n  c u e n t a  l a  i n f r a e s t r u c t u r a  y  p e r s o n a l  n e c e s a r i o s  y  e l  c o s t o  d e  l a  
i m p l e m e n t a c i ó n  d e l  m é t o d o  p o r  e m b r i ó n  s e x a d o .   
 
 T e n i e n d o  e n  c u e n t a  e s t o s  a s p e c t o s ,  h e m o s  a d o p t a d o  e l  m é t o d o  d e  
i d e n t i f i c a c i ó n  d e  a n t í g e n o s  e s p e c í f i c o s  d e l  s e x o  ( a n t í g e n o  H - Y ) ,  p a r a  l a  
d e t e r m i n a c i ó n  d e l  s e x o  e n   e m b r i o n e s  b o v i n o s .  
 
 L o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  p o r  White y cols.  ( 1 9 8 2 )  y  Anderson ( 1 9 8 7 )  
i n f o r m a n  q u e  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  d e  r a t ó n  e n  e s t a d i o  d e  8  a  1 6  
c é l u l a s  n o  e s  a f e c t a d o  c u a n d o  s o n  c u l t i v a d o s  e n  m e d i o  d e  c u l t i v o  B M O C - 3  
s u p l e m e n t a d o  c o n  a n t i c u e r p o s  H - Y ,  o  c o n  s u e r o  d e  c o b a y o .  
 
 D e l  m i s m o  m o d o ,  Gardón y Tartaglione ( 1 9 9 5 )  s e ñ a l a n  q u e  e l  c u l t i v o    
i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  d e  r a t ó n  e n  e s t a d i o s  d e  1 6  c é l u l a s  y  m ó r u l a  e n  m e d i o  
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W h i t t e n ` s  s u p l e m e n t a d o  c o n  a n t i c u e r p o s  H - Y ,  o  c o n  s u e r o  d e  c o b a y o ,  n o  a f e c t a  
e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o .  
 
 E n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  h e m o s  u t i l i z a d o  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p a r a  c u l t i v a r  
e n  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  a n t i c u e r p o s  H - Y ,  o  b i e n ,  s u p l e m e n t a d o  
c o n  s u e r o  d e  c o b a y o .  E n  c o r r e s p o n d e n c i a  c o n  l o s  r e s u l t a d o s  i n f o r m a d o s  
a n t e r i o r m e n t e ,  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s  p e r t e n e c i e n t e s  a  l o s  
s u b g r u p o s  C o n t r o l  I ,  I I  y  I I I ,  n o  p r e s e n t ó  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s ,  d e n t r o  y  e n t r e  
l o s  g r u p o s  d e  4 - 8 ,  m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s .   
 
D i f e r e n t e s  a u t o r e s ,  h a n  d e m o s t r a d o  q u e  e l  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  e n  
p r e s e n c i a  d e  a n t i c u e r p o  H - Y  m á s  c o m p l e m e n t o  ( s u e r o  d e  c o b a y o ) ,  p r o d u c e  
a l t e r a c i o n e s  e n  a p r o x i m a d a m e n t e  e l  5 0 %  d e  l o s  e m b r i o n e s  c u l t i v a d o s .  S i n  
e m b a r g o ,  e s t o s  t r a b a j o s  s o n  r e a l i z a d o s  e n  e m b r i o n e s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o ,  y  h a c e n  
e s p e c i a l  m e n c i ó n  a  l a  d e p e n d e n c i a  e x i s t e n t e  e n t r e  e l  e f e c t o  d e l  a n t i c u e r p o  H - Y y 
e l  e s t a d i o  d e  l o s  e m b r i o n e s .  
 
Anderson ( 1 9 8 7 )  y  White y cols. ( 1 9 8 7  a ,  b  y c )  d e t e r m i n a n  e l  s e x o  d e  
e m b r i o n e s  b o v i n o s ,  o v i n o s  y  p o r c i n o s  a  p a r t i r  d e l  e s t a d i o  d e  8  c é l u l a s ,  p o r  
d e t e c c i ó n  c o n  i n m u n o f l u o r e s c e n c i a .  L o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  p o r  White y cols. 
( 1 9 8 2 )  y  Gardón y Tartaglione ( 1 9 9 5 )  d e t e r m i n a n  e l  s e x o  e n  e m b r i o n e s  d e  
r a t ó n  e n  e s t a d i o  d e  8  a  1 6  c é l u l a s  y  m ó r u l a ,  a  t r a v é s  d e  l a s  a l t e r a c i o n e s  
o b s e r v a d a s  e n  l a  m o r f o l o g í a .  E s t a s  a l t e r a c i o n e s  e s t á n  e x p r e s a d a s  p o r  l a  
d e g e n e r a c i ó n  o b s e r v a d a  e n  u n a  o  m á s  b l a s t ó m e r a s ,  e x c l u s i ó n  d e  b l a s t ó m e r a s  o  
r e t a r d o  e n  e l  d e s a r r o l l o .  
 
L a  u t i l i z a c i ó n  d e  é s t e  c r i t e r i o  n o s  p e r m i t i ó  d i f e r e n c i a r  e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  
y  n o  a l t e r a d o s  y  d e  e s t e  m o d o  i n f e r i r  l a  a c c i ó n  d e l  a n t i c u e r p o  H - Y  e n  l o s  
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e m b r i o n e s  p e r t e n e c i e n t e s  a  l o s  s u b g r u p o s  T r a t a d o s  d e  l o s  g r u p o s  d e  m e n o s  d e  3 2  
y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s .  L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  m e d i a n t e  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  e s t e  
m é t o d o  h a n  s i d o  s i m i l a r e s  a  l o s  l o g r a d o s  p o r  o t r o s  a u t o r e s  ( Anderson 1987; 
White y cols. 1987 a, b y c)  q u e  u t i l i z a n  e l  m é t o d o  d e  i n m u n o f l u o r e s c e n c i a ,  y  
r e p r e s e n t a n  u n a  p a u t a  m a s  e c o n ó m i c a  e n  l a  i m p l e m e n t a c i ó n  d e  e s t e  m é t o d o  d e  
s e x a d o  n o  i n v a s i v o .  
 
White y col.  ( 1 9 8 7  a )  i n f o r m a n  q u e  e l  a n t i c u e r p o  H - Y  e j e r c e  s u  e f e c t o  
i n h i b i t o r i o  e n  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o ,  a  
p a r t i r  d e l  e s t a d i o  d e  8  c é l u l a s .  P o s t e r i o r m e n t e ,  Utsumi y cols ( 1 9 9 3 )  c o n f i r m a n  
e s t o s  r e s u l t a d o s ,  i n d i c a n d o  q u e  l a  e x p r e s i ó n  d e l  a n t í g e n o  H - Y  e n  l a s  c é l u l a s  d e  
l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o ,  s e  m a n i f i e s t a  d e s d e  e l  e s t a d i o  d e  8  
c é l u l a s  h a s t a  e l  e s t a d i o  d e  b l a s t o c i s t o .  
 
E n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  h e m o s  d e m o s t r a d o  q u e  l o s  a n t i c u e r p o s  p o l i c l o n a l e s  
H - Y ,  p r o d u c i d o s  e n  r a t a s  d e  l a  c e p a  W i s t a r ,  a f e c t a n  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o  d e  
e m b r i o n e s  b o v i n o s  o b t e n i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  e n  e s t a d i o s  s u p e r i o r e s  a  3 2  
c é l u l a s .  E s t o s  r e s u l t a d o s  n o s  i n d i c a n  q u e  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  
p o l i c l o n a l e s  H - Y  m á s  c o m p l e m e n t o  n o  a f e c t a n  a  l o s  í n d i c e s  d e  d e s a r r o l l o  e n  
e m b r i o n e s  b o v i n o s  e n  e s t a d i o  d e  4 - 8  c é l u l a s  o b t e n i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o .   
 
U n a  p o s i b l e  e x p l i c a c i ó n  a  e s t e  c o m p o r t a m i e n t o  d i f e r e n c i a l ,  e s t a r í a  d a d a  e n  
l a  e x p r e s i ó n  a n t í g e n o  H - Y  e n  e m b r i o n e s  o b t e n i d o s  d e  o v o c i t o s  m a d u r a d o s  y  
f e r t i l i z a d o s  i n  v i t r o .  
 
E n  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o ,  l a  a c t i v a c i ó n  d e l  g e n o m a  
e m b r i o n a r i o  o c u r r e  e n  e l  e s t a d i o  d e  8  a  1 6  c é l u l a s  ( Van Vliet y cols, 1989) .  S i n  
e m b a r g o ,  Barnes y First ( 1 9 9 1 )  i n f o r m a n  q u e  e x i s t e n  c a m b i o s  e n  l a  m o r f o l o g í a  
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d e l  n u c l é o l o  d e  l a s  c é l u l a s  e m b r i o n a r i a s  a s o c i a d o s  c o n  l a  a c t i v a c i ó n  e n  l a  s í n t e s i s  
d e l  r A R N .  E s t o s  h e c h o s  s o s t i e n e n  l a  t e o r í a  q u e  i n d i c a  q u e  e l  g e n o m a  e m b r i o n a r i o  
d e  l o s  e m b r i o n e s  p r o d u c i d o s  i n  v i t r o  s e  a c t i v a  c o n  a n t e r i o r i d a d  ( 4  c é l u l a s )  e n  
c o m p a r a c i ó n  a  l o s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o .  
 
P o r  o t r a  p a r t e ,  e n  u n  e s t u d i o  r e c i e n t e  ( Niemann, 1998)  s e  c o m p a r a n  
d i f e r e n t e s  a s p e c t o s  e n t r e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p r o d u c i d o  i n  v i v o  e  i n  v i t r o .  
B á s i c a m e n t e ,  s e  h a  c o m p r o b a d o  u n  m e n o r  t r a n s p o r t e  d e  g l u c o s a  e n  l o s  
e m b r i o n e s  o b t e n i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o .  O t r a  i m p o r t a n t e  d i f e r e n c i a  e s t á  
d a d a  e n  l a s  p r o t e í n a s  d e  l a s  u n i o n e s  i n t e r c e l u l a r e s  d e s m s o m a s .  E s t a s  p r o t e í n a s ,  s e  
e n c u e n t r a n  p o c o  e x p r e s a d a s  e n  e m b r i o n e s  p r o d u c i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  in vitro , lo 
q u e  s i g n i f i c a  q u e  l a s  u n i o n e s  e n t r e  l a s  c é l u l a s  n o  e s t á n  t o t a l m e n t e  d e s a r r o l l a d a s .  
E s t e  t i p o  d e  o b s e r v a c i o n e s ,  i n d i c a r í a  q u e  l a s  c o n d i c i o n e s  d e  p r o d u c c i ó n  y  c u l t i v o  
i n  v i t r o  d e  e m b r i o n e s  d i f i e r e n  d e  l a s  e n c o n t r a d a s  i n  v i v o  y  d e t e r m i n a n  u n  
c o m p o r t a m i e n t o  d i f e r e n t e  e n  a l g u n o s  a s p e c t o s  e n t r e  u n o s  y  o t r o s .  
 
E n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  e l  s u b g r u p o  T r a t a d o s  d e  l o s  e m b r i o n e s  e n  e s t a d i o  
d e  4 - 8  c é l u l a s  n o  m o s t r ó  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n  c o m p a r a c i ó n  c o n  l o s  
C o n t r o l e s  I ,  I I ,  y  I I I .  E s t o s  r e s u l t a d o s ,  d e m u e s t r a n  q u e  a  p e s a r  d e  e s t a r  p r e s e n t e s  
e n  e l  c u l t i v o  e l  a n t i c u e r p o  H - Y  y  e l  c o m p l e m e n t o ,  l a  a u s e n c i a  d e  a l t e r a c i o n e s  e n  
l o s  e m b r i o n e s ,  i n d i c a r í a  l a  f a l t a  d e  e x p r e s i ó n  d e l  a n t í g e n o  H - Y  e n  l a  s u p e r f i c i e  d e  
l a s  c é l u l a s  e m b r i o n a r i a s .   
 
 E l  a n t i c u e r p o  H - Y  p r o d u c i d o  p o r  i n m u n i z a c i ó n  d e  h e m b r a s  e n  r a t ó n  d e  l a  
c e p a  C 5 7 B L / 6 ,  h a  d e m o s t r a d o  t e n e r  r e a c c i ó n  c r u z a d a  c o n  a n t í g e n o s  H - Y  e n  
d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  d o m é s t i c a s .  A s í ,  White y cols. ( 1 9 8 7  a  y b )  Avery y Schmidt 
( 1 9 8 9 )  y  Booman y cols.  ( 1 9 8 9 )  e n  b o v i n o s ;  White y cols. ( 1 9 8 7  c )  e n  o v i n o s  y  
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White y cols. ( 1 9 8 5 )  e n  p o r c i n o s ,  h a n  u t i l i z a d o  a n t i c u e r p o s  o b t e n i d o s  e n  
h e m b r a s  d e  r a t ó n ,  p a r a  e l  s e x a d o  d e  l o s  e m b r i o n e s .  
 
 D e l  m i s m o  m o d o ,  a n t i c u e r p o s  H - Y  p r o d u c i d o s  p o r  i n m u n i z a c i ó n  e n  r a t a s  
d e  l a  c e p a  W i s t a r ,  h a n  s i d o  p r o p u e s t o s  p a r a  s e x a r  e m b r i o n e s  e n  c a p r i n o s  y  
b o v i n o s  ( Utsumi y cols., 1993)  y  e m b r i o n e s  d e  r a t ó n  ( Gardón y Tartaglione, 
1995) .   
 
 N u e s t r o s  r e s u l t a d o s ,  s o n  c o i n c i d e n t e s  c o n  l a s  a n t e r i o r e s  o b s e r v a c i o n e s ,  y  
d e m u e s t r a n  e l  e f e c t o  i n t e r e s p e c í f i c o  d e  l o s  a n t i c u e r p o s  H - Y  p r o d u c i d o s  e n  r a t a  
p a r a  e l  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  e n  d i f e r e n t e s  e s t a d i o s  d e l  d e s a r r o l l o  
e m b r i o n a r i o  o b t e n i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o .  
 
E l  a n á l i s i s  c i t o g e n é t i c o  h a  s i d o  u t i l i z a d o  c o m o  m é t o d o  d e  c o n f i r m a c i ó n  
d e l  s e x o  d e  l o s  e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  y  n o  a l t e r a d o s  d e  c a d a  g r u p o  y  s u b g r u p o  d e l  
d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o .   
 
King y cols. ( 1 9 9 1 ) ,  d e t e r m i n a n  e l  s e x o  e n  e l  5 1 %  d e  l o s  e m b r i o n e s  
b o v i n o s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o  e  i n  v i t r o .  L o s  e m b r i o n e s  s o n  e x p u e s t o s  a  u n a  
c o n c e n t r a c i ó n  d e  0 . 0 5 mg  d e  c o l c h i c i n a  p o r  m i l i l i t r o  d e  m e d i o  d e  c u l t i v o  d u r a n t e  4  
a  8  h  y  p o s t e r i o r m e n t e  s o n  t e n i d o s  c o n  s o l u c i ó n  d e  G i e m s a  a l  4 % .  E n  e l  m i s m o  
e s t u d i o  e s t e  p o r c e n t a j e  s e  i n c r e m e n t a  a l  6 0 %  u t i l i z a n d o  t é c n i c a  d e  b a n d e o  C .  
 
P o r  o t r a  p a r t e ,  Hossepian De Lima y cols.  ( 1 9 9 4 )  i n c r e m e n t a n  e l  
p o r c e n t a j e  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  s e x a d o s  a l   9 0 % ,  m e d i a n t e  l a  e x p o s i c i ó n  a    
0 . 1 6  mg  d e  c o l c h i c i n a  p o r  m i l i l i t r o  d e  m e d i o  d e  c u l t i v o  d u r a n t e  8  h .  
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E n  e s t e  t r a b a j o  l a  e x p o s i c i ó n  a  c o l c h i c i n a  ( 0 . 1 6  mg / m l ) ,  p e r m i t i ó  c o n f i r m a r  
e l  s e x o  e n  a p r o x i m a d a m e n t e  e l  7 0 %  d e  l o s  e m b r i o n e s .  E s t o s  r e s u l t a d o s  
r e p r e s e n t a n  v a l o r e s  i n t e r m e d i o s  a  l o s  c i t a d o s  c o n  a n t e r i o r i d a d ,  p o s i b l e m e n t e  
d e t e r m i n a d o s  e l  e s t a d o  d e  l o s  e m b r i o n e s  a l  m o m e n t o  d e l  e s t u d i o  
.  
E n  l a  e s p e c i e  b o v i n a ,  e l  c r o m o s o m a  X  e s  f á c i l m e n t e  i d e n t i f i c a b l e  p o r  s u  
t a m a ñ o  y  e s t r u c t u r a  d i f e r e n c i a l ,  c o n  r e s p e c t o  a l  c r o m o s o m a  Y .  L a  i d e n t i f i c a c i ó n  
d e l  s e x o  e n  l o s  e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  y  n o  a l t e r a d o s  s e  r e a l i z ó  p o r  l a  v i s u a l i z a c i ó n  
d e  a m b o s  c r o m o s o m a s  s e x u a l e s  e n  c a d a  g r u p o  d e  6 0  c r o m o s o m a s .  
 
C a b e  d e s t a c a r ,  q u e  l o s  e m b r i o n e s  p e r t e n e c i e n t e s  a  l o s  g r u p o s  d e  m e n o s  d e  
3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  e x h i b i e r o n  b u e n a  c a l i d a d  d e  m e t a f a s e s  q u e  p e r m i t i e r o n  
c o n f i r m a r  c o n  m a y o r  f a c i l i d a d  e l  s e x o .  S i n  e m b a r g o ,  e l  m e n o r  n ú m e r o  d e  c é l u l a s  
d e  l o s  e m b r i o n e s  d e  g r u p o  4 - 8  c é l u l a s ,  d i f i c u l t ó  l a  o b t e n c i ó n  d e  m e t a f a s e s  d e  
b u e n a  c a l i d a d  l o  q u e  o b s t a c u l i z ó  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  a q u e l l o s  i n d i v i d u o s  m a c h o s .  
E s t e  i n c o n v e n i e n t e  e n  e l  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s  m a c h o s  c o n  b a j o  n ú m e r o  d e  
c é l u l a s  f u e  t a m b i é n  d e s c r i t o  p o r  Utsumi y cols.  ( 1 9 9 3 ) .  
 
E s t u d i o s  r e a l i z a d o s  e n  b o v i n o s ,  i n d i c a n  q u e  e n  g e n e r a l  l a  r e l a c i ó n  s e x u a l  
m a c h o : h e m b r a  e s  c e r c a n a  a  1 : 1  c o n  u n  2  a  3  %  m á s  d e  m a c h o s  q u e  d e  h e m b r a s  
( King y cols., 1 9 9 1 ) .  E n  e s t e  s e n t i d o ,  a l g u n o s  a u t o r e s  ( Avery y cols., 1991; 
Carvalho y cols., 1995; Gutierrez-Adán y cols., 1996)  s u g i e r e n  q u e  l o s  
e m b r i o n e s  b o v i n o s  e n  e l  d í a  7  d e l  d e s a r r o l l o  p r o d u c i d o s  i n  v i t r o ,  p o s e e n  u n a  
a l t e r a c i ó n  e n  l a  r e l a c i ó n  s e x u a l  1 : 1 .  
 
S i n  e m b a r g o ,  King y cols.  ( 1 9 9 1 )  e n  u n  e s t u d i o  c o m p a r a t i v o  r e a l i z a d o  c o n  
e m b r i o n e s  b o v i n o s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o  e  i n  v i t r o ,  d e t e r m i n a n  q u e  n o  e x i s t e n  
d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n  l a  r e l a c i ó n  e n t r e  m a c h o s  y  h e m b r a s .  D e l  m i s m o  
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m o d o ,  Grisart y cols. ( 1 9 9 5 )  n o  e n c u e n t r a n  m o d i f i c a c i ó n  e n  l a  r e l a c i ó n  s e x u a l  
e n  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  d e  l o s  d í a s  7  a  8   p r o d u c i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o .  
  
E l  s e x a d o  p o r  c a r i o t i p o  p e r m i t i ó  c o n f i r m a r  q u e  u n  e l e v a d o  p o r c e n t a j e  d e  
l o s  e m b r i o n e s  c o n s i d e r a d o s  a l t e r a d o s  y  n o  a l t e r a d o s  e n  e l  s u b g r u p o  T r a t a d o s  d e  
l o s  G r u p o s  d e  m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s ,  c o r r e s p o n d e n  a  m a c h o s  y  
h e m b r a s  r e s p e c t i v a m e n t e .  D e  e s t e  m o d o ,  e n  l o s  T r a t a d o s ,  l a  r e l a c i ó n  
m a c h o : h e m b r a  d e  l o s  e m b r i o n e s  e v a l u a d o s  d i f i e r e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e n  
c o m p a r a c i ó n  a  l o s  s u b g r u p o s  C o n t r o l e s  I ,  I I  y  I I I  d e  l o s  G r u p o s  4 - 8 ,  m e n o s  d e  3 2  
y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  y  t a m b i é n  d e l  s u b g r u p o  T r a t a d o s  d e l  G r u p o  4 - 8  c é l u l a s .   
 
Anderson ( 1 9 8 7 )  e n c u e n t r a  u n a  e l e v a d a  c o r r e l a c i ó n  e n t r e  e l  n ú m e r o  d e  
e m b r i o n e s  b o v i n o s  e n  e s t a d i o  d e  8  c é l u l a s  a  b l a s t o c i s t o  p r o d u c i d o s  i n  v i v o ,  
i d e n t i f i c a d o s  c o m o  m a c h o s  p o r  e l  m é t o d o  d e  i n m u n o f l u o r e s c e n c i a  y  l a  
i d e n t i f i c a c i ó n  d e l  s e x o  p o r  c a r i o t i p o .  D e l  m i s m o  m o d o ,  s e  o b s e r v a  e l  m i s m o  
c o m p o r t a m i e n t o  e n t r e  e l  n ú m e r o  d e  e m b r i o n e s  i d e n t i f i c a d o s  c o m o  h e m b r a s  p o r  
e l  m i s m o  m é t o d o  y  l a  p o s t e r i o r  i d e n t i f i c a c i ó n  d e l  s e x o .  
 
P o s t e r i o r m e n t e ,  Utsumi y cols.  ( 1 9 9 3 )  i n f o r m a n  s i m i l a r e s  g u a r i s m o s  e n  l a  
c o r r e l a c i ó n  e n t r e  l o s  p r e s u n t o s  m a c h o s  o  h e m b r a s  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  
p r o d u c i d o s  i n  v i v o ,  e s  e s t a d i o  d e  m ó r u l a s  e  i d e n t i f i c a d o s  p o r  l a  i n h i b i c i ó n  e n  l a  
f o r m a c i ó n  d e l  b l a s t o c e l e .  
 
C o m o  d e s t a c a m o s  a n t e r i o r m e n t e ,  e n  e s t a  t r a b a j o ,  l a  p r o p o r c i ó n  d e  
e m b r i o n e s  a l t e r a d o s  y  n o  a l t e r a d o s  e n  l o s  s u b g r u p o s  t r a t a d o s  e n  l o s  g r u p o s  d e  
m e n o s  d e  3 2  y  m á s  d e  3 2  c é l u l a s  d i f i e r e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e .  A s i m i s m o ,  d e s p u é s  
d e l  c a r i o t i p o  d e  l o s  e m b r i o n e s ,  h e m o s  e n c o n t r a d o  u n a  a l t a  p r o p o r c i ó n  d e  m a c h o s  
e n  l o s  c l a s i f i c a d o s  c o m o  a l t e r a d o s  y  u n a  a l t a  p r o p o r c i ó n  d e  h e m b r a s  e n  l o s  
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c l a s i f i c a d o s  c o m o  n o  a l t e r a d o s .  D e  e s t e  m o d o  p o d e m o s ,  d e m o s t r a r  q u e  e x i s t e  u n a  
p o s i t i v a  c o r r e l a c i ó n  e n t r e  e l  c r i t e r i o  e m p l e a d o  p a r a  s e l e c c i o n a r  l o s  e m b r i o n e s  y  e l  
s e x o  p o s t e r i o r  c o n f i r m a d o  p o r  c a r i o t i p o .  
 
E l  e s t u d i o  r e a l i z a d o  p o r  Wachtel, ( 1 9 8 4 )  a r r o j ó  u n  8 6 %  d e  e f i c i e n c i a  e n  e l  
s e x a d o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o ,  u t i l i z a n d o  c o m o  c r i t e r i o  d e  
i d e n t i f i c a c i ó n  l a  a u s e n c i a  e n  l a  f o r m a c i ó n  d e l  b l a s t o c e l e  e n  e m b r i o n e s  q u e  s e  
e n c o n t r a b a n  e n  e s t a d i o  d e  m ó r u l a .  P o s t e r i o r m e n t e ,  White y cols. ( 1 9 8 7  a  y b )  
o b t i e n e n  u n  8 6 %  y  8 7 %  r e s p e c t i v a m e n t e  d e  e f i c i e n c i a  e n  e l  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s  
b o v i n o s  p r o d u c i d o s  i n  v i v o ,  p o r  d e t e r m i n a c i ó n  c o n  i n m u n o f l o r e s c e n c i a  d e  l o s  
e m b r i o n e s  H - Y  p o s i t i v o s  o  H - Y  n e g a t i v o s .  
 
L a  m e t o d o l o g í a  y  c r i t e r i o s  e m p l e a d o s  e n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  p e r m i t i ó  
d e t e r m i n a r  e l  s e x o  e f i c i e n t e m e n t e  e n  e l  8 2 %  d e  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  
p r o d u c i d o s  y  c u l t i v a d o s  i n  v i t r o .  E s t o s  r e s u l t a d o s  s o n  l e v e m e n t e  i n f e r i o r e s  a  l o s  
p u b l i c a d o s  c o n  a n t e r i o r i d a d  y  p o s i b l e m e n t e ,  e s t a  d i f e r e n c i a  e s t a  d a d a  e n  l a  
u t i l i z a c i ó n  d e  c r i t e r i o s  s u b j e t i v o s  t a l e s  c o m o :  c i t ó l i s i s  p a r c i a l  o  r e t r a s o  e n  e l  
d e s a r r o l l o  i n  v i t r o .   
 
S i n  d u d a ,  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e  e v e n t o s  c l a r a m e n t e  e v i d e n t e s  e n  e l  
d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  t a l e s  c o m o  l a  f o r m a c i ó n  d e l  b l a s t o c e l e  o  b i e n ,  l a  
u t i l i z a c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  H - Y  u n i d o s  a  u n a  s u b s t a n c i a  f l u o r e s c e n t e ,  s o n  m e n o s  
s u b j e t i v o s  q u e  l o s  u t i l i z a d o s  e n  e s t e  e s t u d i o .  S i n  e m b a r g o ,  e l  c r i t e r i o  q u e  h e m o s  
u t i l i z a d o  p e r m i t e  s e r  a p l i c a d o  e n  e m b r i o n e s  e n  d i f e r e n t e s  e s t a d i o s  d e l  d e s a r r o l l o  
e m b r i o n a r i o  y  s i m p l i f i c a  l a  t é c n i c a  d e  p r o c e s a m i e n t o  d e  l o s  e m b r i o n e s .  
  
 
6.- CONCLUSIONES 
C o n c l u s i o n e s  
 1 0 1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 PRIMERA: L o s  c r i t e r i o s  d e  s e l e c c i ó n  d e  o v a r i o s ,  f o l í c u l o s  y  o v o c i t o s  
e m p l e a d o s  s o n  c o n s i d e r a d o s  ú t i l e s  y  e f e c t i v o s ,  p a r a  l o g r a r  b u e n o s  í n d i c e s  d e  
m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o .  
 
 SEGUNDA: L o s  e l e v a d o s  í n d i c e s  d e  m a d u r a c i ó n  y  f e r t i l i z a c i ó n  i n  v i t r o  
d e  l o s  o v o c i t o s  s e l e c c i o n a d o s  d e m u e s t r a n  q u e  l o s  m e d i o s  y  l a s  c o n d i c i o n e s  d e  
c u l t i v o  u t i l i z a d o s  e n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  s o n  a p t o s  y  p r o v e e n  l a s  c o n d i c i o n e s  
n e c e s a r i a s  p a r a  e l  c u m p l i m i e n t o  d e  l o s  p r o c e s o s  f i s i o l ó g i c o s  r e q u e r i d o s .  
 
 TERCERA: L a  u t i l i z a c i ó n  d e l  s i s t e m a  d e  c o c u l t i v o  c o n  c é l u l a s  B O E C  
e v i d e n c i a  c o n  c l a r i d a d ,  q u e  l o s  c i g o t o s  b o v i n o s  s o n  c u l t i v a d o s  a d e c u a d a m e n t e  
m a s  a l l á  d e l  e s t a d i o  d e  b l o q u e o  ( 8 - 1 6  c é l u l a s ) .  
 
 CUARTA: L o s  a n t i c u e r p o s  H - Y  p r o d u c i d o s  e n  r a t a s  d e  l a  c e p a  W i s t a r  
i n m u n i z a d a s  c o n  c é l u l a s  d e  b a z o  d e  m a c h o  d e  l a  m i s m a  c e p a ,  p o s e e n  r e a c c i ó n  
c r u z a d a  c o n  l o s  a n t í g e n o s  H - Y  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s .  
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 QUINTA: E l  c u l t i v o  i n  v i t r o  d e  l o s  e m b r i o n e s  b o v i n o s  c o n  a n t i c u e r p o s  H -
Y  y  c o m p l e m e n t o  p r o d u c e  d i f e r e n t e s  n i v e l e s  d e  c i t o t o x i c i d a d ,  q u e  p e r m i t e n  
i n d i v i d u a l i z a r  e l  d e s a r r o l l o  d i f e r e n c i a l  e n t r e  m a c h o s  y  h e m b r a s  e n  e s t a d i o s  
s u p e r i o r e s  a  8  c é l u l a s .  
 
SEXTA:  E l  c a r i o t i p o  e s  u n  m é t o d o  e c o n ó m i c o  y  e f e c t i v o  p a r a  c o r r o b o r a r  
e l  s e x o  d e  l o s  e m b r i o n e s  c l a s i f i c a d o s  c o m o  a l t e r a d o s  y  n o  a l t e r a d o s  d e s p u é s  d e  
s e r  c u l t i v a d o s  e n  p r e s e n c i a  o  a u s e n c i a  d e  a n t i c u e r p o s  H - Y .  
 
SÉPTIMA: L a  e l e v a d a  c o r r e l a c i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  l a  e v a l u a c i ó n  d e l  s e x o  
p o r  c a r i o t i p o  y  l a  c i t o t o x i c i d a d  d e  l o s  e m b r i o n e s  c u l t i v a d o s  e n  p r e s e n c i a  d e  
a n t i c u e r p o s  H - Y ,  d e m u e s t r a  q u e  l a s  a l t e r a c i o n e s  p r o d u c i d a s  e n  e l  d e s a r r o l l o  
p u e d e n  s e r  u t i l i z a d a s  p a r a  e l  s e x a d o  d e  e m b r i o n e s .  
 
  
 
7.- RESUMEN
R e s u m e n  
 1 0 3
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E l  o b j e t i v o  d e l  p r e s e n t e  e s t u d i o  f u e  e v a l u a r  e l  s e x o  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s  
e n  d i s t i n t o s  e s t a d i o s  d e l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  o b t e n i d o s  p o r  f e r t i l i z a c i ó n  i n  
v i t r o ,  m e d i a n t e  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  H - Y .  
 
P a r a  e l l o ,  h e m o s  u t i l i z a d o  3 1 8 0  o v a r i o s  o b t e n i d o s  e n  1 8  r e p l i c a d o s  d e  
v a c a s  A b e r d e e n  A n g u s .  D e l  t o t a l  d e  o v a r i o s ,  f u e r o n  s e l e c c i o n a d o s  5 . 3 0 5  o v o c i t o s  
p a r a  s e r  m a d u r a d o s  i n  v i t r o  e n  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  F S H ,  L H ,  
e s t r a d i o l ,  p i r u v a t o  d e  s o d i o ,  s u e r o  f e t a l  b o v i n o  ( S F B )  y  a n t i b i ó t i c o s .  F i n a l i z a d o  e l  
p e r i o d o  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o ,  l o s  o v o c i t o s  f u e r o n  f e r t i l i z a d o s  c o n  1 , 5  x  1 0 6  
c é l u l a s / m l ,  d e  s e m e n  b o v i n o  e n  m e d i o  B . O .  m o d i f i c a d o  y  s u p l e m e n t a d o  c o n  
c a f e í n a ,  h e p a r i n a ,  a l b ú m i n a  s é r i a  b o v i n a  ( B S A )  y  l a c t a t o  d e  c a l c i o .  L o s  c i g o t o s  y  
e m b r i o n e s  o b t e n i d o s  f u e r o n  c o - c u l t i v a d o s  c o n  c é l u l a s  o v i d u c t a l e s  ( B O E C ) ,  e n  
m i c r o g o t a s  d e  1 0 0  µ l  d e  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  S F B ,  y  a n t i b i ó t i c o s .  
 
P o s t e r i o r m e n t e ,  u n  t o t a l  d e  2 . 0 7 6  e m b r i o n e s ,  f u e r o n  d i v i d i d o s  e n  t r e s  
g r u p o s  d e t e r m i n a d o s  s e g ú n  l a s  h o r a s  t r a n s c u r r i d a s  d e s d e  e l  c o - c u l t i v o  c o n  l a s  
c é l u l a s  e s p e r m á t i c a s  i n  v i t r o  El Grupo A:  4 - 8  c é l u l a s  ( 4 8  h ) . ,  e l  Grupo B: 
m e n o s  d e  3 2  c é l u l a s  ( 9 6  h )  y  e l  Grupo C:  m a s  d e  3 2  c é l u l a s  ( 1 2 0  h ) .  A  s u  v e z ,  
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t o d o s  l o s  e m b r i o n e s  d e  e s t o s  g r u p o s  s e  r e p a r t i e r o n  e n  4  s u b g r u p o s  E l  Control I 
( n = 5 1 9 )  c o - c u l t i v a d o s  c o n  c é l u l a s  B O E C ,  e n  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  
S F B  y  a n t i b i ó t i c o s ,  e l  Control II ( n = 5 1 7 )  c o - c u l t i v a d o s  c o n  c é l u l a s  B O E C ,  e n  
6 6 , 6 6 %  ( v / v )  d e  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  S F B ,  a n t i b i ó t i c o s  y  3 3 , 3 3 %  
( v / v )  d e  s u e r o  d e  c o b a y o ; Control III ( n = 5 1 9 ) :  c o - c u l t i v a d o s  c o n  c é l u l a s  B O E C ,  
e n  6 6 , 6 6 %  ( v / v )  d e  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  S F B ,  a n t i b i ó t i c o s  y  
3 3 , 3 3 %  ( v / v )  d e  a n t i s u e r o  H - Y, y el  Tratado ( n = 5 2 1 ) :  c o - c u l t i v a d o s  c o n  c é l u l a s  
B O E C ,  e n  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  d e  m e d i o  T C M - 1 9 9  s u p l e m e n t a d o  c o n  S F B ,  
a n t i b i ó t i c o s ,  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  d e  s u e r o  d e  c o b a y o  y  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  d e  a n t i s u e r o  H - Y .  
L a  r e l a c i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  n i v e l e s  d e  c i t o t o x i c i d a d  y  e l  s e x o  d e  l o s  e m b r i o n e s ,  s e  
e v a l u ó  p o r  c a r i o t i p o  
 
D e s p u é s  d e l  p e r i o d o  d e  m a d u r a c i ó n  i n  v i t r o  s e  o b t u v i e r o n  u n  9 6 . 6 6 %  d e  
o v o c i t o s  q u e  p r e s e n t a n  c ú m u l u s  e x p a n d i d o .  A  s u  v e z ,  d e  e s t o s  o v o c i t o s  u n  
9 3 . 8 8 %  e m i t e n  e l  p r i m e r  c o r p ú s c u l o  p o l a r  y  e n  e l  9 1 . 6 6 %  d e  o v o c i t o s  s e  
v i s u a l i z a  l a  m e t a f a s e  I I .  E l  p o r c e n t a j e  d e  e m b r i o n e s  d e s a r r o l l a d o s  f u e  d e l  6 9 . 6 1 %  
a  l a s  4 8  h ,  d e l  5 9 . 1 7 %  a  l a s  7 2  h . ,  d e l  4 0 , 3 1 %  a  l a s  9 6  h . ,  d e l  3 4 . 8 2 %  a  l a s  1 2 0  h .  
y  d e l  2 5 . 0 4  a  l a s  1 4 4  h .  N o  s e  e n c o n t r a r o n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  
p a r a  l a s  v a r i a b l e s  a n a l i z a d a s  e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  r e p l i c a d o s .  
 
 D e s p u é s  d e l  c u l t i v o  e n  p r e s e n c i a  o  a u s e n c i a  d e  a n t i c u e r p o s  H - Y ,  l o s  
e m b r i o n e s  f u e r o n  e v a l u a d o s  c o m o  a l t e r a d o s  y  n o  a l t e r a d o s  N o  s e  e n c o n t r a r o n  
d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  d e n t r o  y  e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  s u b g r u p o s  d e l  
d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o  p a r a  e l  G r u p o  A .  S i n  e m b a r g o ,  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i v a s  ( p < 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  s u b g r u p o s  C o n t r o l  ( I ,  I I  y  I I I )  r e s p e c t o  d e  
T r a t a d o s  p a r a  l o s  G r u p o s  B .  D e l  m i s m o  m o d o ,  n o  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i v a s  ( p < 0 . 0 5 )  e n t r e  l o s  s u b g r u p o s  C o n t r o l e s  I ,  I I  y  I I I  d e  l o s  G r u p o s  A ,  
B  y  C .  F u e r o n  e n c o n t r a d a s  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p > 0 . 0 5 )  e n t r e  e l  s u b g r u p o  
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T r a t a d o s  d e l  G r u p o  A  r e s p e c t o  d e  l o s  T r a t a d o s  d e  l o s  G r u p o s  B  y  C ,  y  n o  
s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  l o s  s u b g r u p o s  T r a t a d o s  d e  l o s  G r u p o s  B  y  C .  L a  r e l a c i ó n  
m a c h o : h e m b r a ,  f u e  s i g n i f i c a t i v a  ( p > 0 . 0 5 )  r e s p e c t o  d e  l a  n o r m a l  o b s e r v a d a  e n  l a  
e s p e c i e  1 : 1 ,  e n  l o s  s u b g r u p o s  T r a t a d o s  d e  l o s  g r u p o s  B  y  C  r e s p e c t o  d e  l o s  
C o n t r o l e s  I ,  I I  y  I I I  d e  l o s  G r u p o s  A ,  B  y  C  y  t r a t a d o s  d e l  G r u p o  A .  A s i m i s m o ,  
e x i s t e  u n a  e l e v a d a  c o r r e l a c i ó n  e n t r e  l o s  e m b r i o n e s  c l a s i f i c a d o s  c o m o  a l t e r a d o s  y  
d e  s e x o ,  m a c h o s ,  d e t e r m i n a d o  p o r  c a r i o t i p o  e n  l o s  s u b g r u p o s  T r a t a d o s  d e  l o s  
G r u p o s  B  y  C .   
 
 L a  m e t o d o l o g í a  e m p l e a d a  p a r a  m a d u r a r ,  f e r t i l i z a r  o v o c i t o s  y  d e s a r r o l l a r  
e m b r i o n e s  i n  v i t r o ,  h a  s i d o  e f e c t i v a .  E l  c u l t i v o  d e  l o s  e m b r i o n e s  e n  p r e s e n c i a  d e  
a n t i c u e r p o s  H - Y  y  c o m p l e m e n t o ,  p r o d u c e  a l t e r a c i o n e s  e n  e l  d e s a r r o l l o  i n  v i t r o ,  
e n  e s t a d i o s  s u p e r i o r e s  a  8  c é l u l a s .  L o s  a n t i c u e r p o s  H - Y  p r o d u c i d o s  e n  r a t a s ,  
p o s e e n  r e a c c i ó n  c r u z a d a  c o n  l o s  a n t í g e n o s  H - Y  d e  e m b r i o n e s  b o v i n o s .   
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T h e  o b j e c t i v e  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  t o  e v a l u a t e  t h e  s e x  o f  b o v i n e  
e m b r y o s  i n  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  t h e  e m b r y o n i c  d e v e l o p m e n t  o b t a i n e d  b y  i n  v i t r o  
f e r t i l i z a t i o n  b y  m e a n s  o f  t h e  u s e  o f  H - Y  a n t i b o d i e s .   
 
F o r  i t ,  w e  h a v e  u s e d  3 1 8 0  o v a r i e s  o b t a i n e d  i n  1 8  r e p l i c a t e s  o f  A b e r d e e n  
A n g u s  c o w s .  F r o m  t h e m  a  t o t a l  o f  5 . 3 0 5  o o c y t e s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  i n  v i t r o  m a t u r a t i o n  
in TCM - 1 9 9  s u p p l e m e n t e d  w i t h  F S H ,  L H ,  o e s t r a d i o l ,  s o d i u m  p y r u v a t e ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  
( F C S )  a n d  a n t i b i o t i c s .  A f t e r  c o n c l u d i n g  t h e  i n  v i t r o  m a t u r a t i o n  p e r i o d  t h e  o o c y t e s  w e r e  
f e r t i l i z e d  w i t h  1 , 5  x  1 0 6  cells/ml of bovine semen in medium B.O. modified and 
s u p p l e m e n t e d  w i t h  c a f f e i n e ,  h e p a r i n ,  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A )  a n d  c a l c i u m  l a c t a t e .  
T h e  z y g o t e s  a n d  e m b r y o s  w e r e  c o - c u l t u r e d  w i t h  b o v i n e  o v i d u c a l  e p i t h e l i a l  c e l l s  
B O E C ,  i n  m i c r o d r o p s  o f  1 0 0  µ l  o f  T C M - 1 9 9  s u p p l e m e n t e d  w i t h  F C S ,  a n d  
a n t i b i o t i c s .   
 
L a t e r  o n ,  a  t o t a l  o f  2 . 0 7 6  e m b r y o s ,  t h e y  w e r e  d i v i d e d  i n  t h r e e  g r o u p s  
a c c o r d i n g  t o  t h e  h o u r s  l a p s e d  f r o m  t h e  i n  v i t r o  c o - c u l t u r e  w i t h  t h e  s p e r m a t i c  
c e l l s .  T h e  Group A:  4 - 8  c e l l s  ( 4 8  h ) ,  Group B:  l e s s  t h a n  3 2  c e l l s  ( 9 6  h )  a n d   
Group C:  m o r e  t h a n  3 2  c e l l s  ( 1 2 0  h ) .  I n  t u r n ,  a l l  t h e  e m b r y o s  o f  t h e s e  g r o u p s  
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w e r e  d i s t r i b u t e d  i n  4  s u b g r o u p s .  Control I ( n = 5 1 9 )  c o - c u l t u r e d  w i t h  B O E C ,  i n  
TCM - 1 9 9  s u p p l e m e n t e d  w i t h  F C S  a n d  a n t i b i o t i c s ;  Control II ( n = 5 1 7 )  c o -
c u l t u r e d  w i t h  B O E C ,  i n  6 6 , 6 6 %  ( v / v )  o f  T C M - 1 9 9  s u p p l e m e n t e d  w i t h  F C S ,  
a n t i b i o t i c s  a n d  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  o f  g u i n e a  p i g  s e r u m ;  Control III ( n = 5 1 9 ) :  c o -
c u l t u r e d  w i t h  B O E C ,  i n  6 6 , 6 6 %  ( v / v )  o f  T C M - 1 9 9  s u p p l e m e n t e d  w i t h  F C S ,  
a n t i b i o t i c s  a n d  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  o f  H - Y  a n t i s e r u m ,  a n d  t h e  Treated ( n = 5 2 1 ) :  c o -
c u l t u r e d  w i t h  B O E C ,  i n  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  o f  T C M - 1 9 9  s u p p l e m e n t e d  w i t h  F C S ,  
a n t i b i o t i c s ,  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  o f  g u i n e a  p i g  s e r u m  a n d  3 3 , 3 3 %  ( v / v )  o f  H - Y  
a n t i s e r u m .  T h e  e x i s t e n t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c y t o t o x i c i t y  l e v e l s  a n d  t h e  s e x  o f  
t h e  e m b r y o s  w a s  e v a l u a t e d  b y  k a r y o t y p e  
 
A f t e r  t h e  p e r i o d  o f  i n  v i t r o  m a t u r a t i o n ,  i t  w a s  o b t a i n e d  9 6 . 6 6 %  o f  o o c y t e s  
t h a t  p r e s e n t  e x p a n d e d  c ú m u l u s .  I n  t u r n ,  o f  t h e s e  o o c y t e s  9 3 . 8 8 %  e m i t s  t h e  f i r s t  
p o l a r  b o d y  a n d  9 1 . 6 6 %  o f  t h e m  s h o w s  m e t a p h a s e  I I .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  
d e v e l o p e d  e m b r y o s  w a s  6 9 . 6 1 %  a t  4 8  h . ,  5 9 . 1 7 %  a t  7 2  h . ,  4 0 , 3 1 %  a t  9 6  h . ,  
3 4 . 8 2 %  a t  1 2 0  h .  a n d  2 5 . 0 4 %  a t  1 4 4  h .  T h e r e  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  
( p > 0 . 0 5 )  f o r  t h e  a n a l y z e d  v a r i a b l e s  a m o n g  d i f f e r e n t  r e p l i c a t e s .   
 
 A f t e r  t h e  c u l t u r e  i n  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  H - Y  a n t i b o d i e s  e m b r y o s  w e r e  
e v a l u a t e d  a s  h a v i n g  a l t e r e d  a n d  n o t  a l t e r e d .  T h e r e  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  ( p > 0 . 0 5 )  i n s i d e  o f  a n d  a m o n g  t h e  d i f f e r e n t  s u b g r o u p s  o f  t h e  
e m b r y o n i c  d e v e l o p m e n t  f o r  t h e  G r o u p  A .  H o w e v e r ,  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  e x i s t  
( p  <  0 . 0 5 )  a m o n g  C o n t r o l  s u b g r o u p s  ( I ,  I I  a n d  I I I )  r e g a r d i n g  T r e a t e d  f o r  G r o u p s  
B .  I n  t h e  s a m e  w a y  n o t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  e x i s t  ( p  <  0 . 0 5 )  a m o n g  t h e  C o n t r o l  
I ,  I I  a n d  I I I  s u b g r o u p s  o f  t h e  G r o u p s  A ,  B  a n d  C .  S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  ( p > 0 . 0 5 )  
w e r e  f o u n d  a m o n g  t h e  T r e a t e d  s u b g r o u p  o f  t h e  G r o u p  A  r e g a r d i n g  t h e  T r e a t e d  o f  
G r o u p s  B  a n d  C .  N o t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  T r e a t e d  
s u b g r o u p s  o f  t h e  G r o u p s  B  a n d  C .  T h e  r e l a t i o n s h i p  m a l e : f e m a l e  w a s  s i g n i f i c a n t  
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( p > 0 . 0 5 )  r e g a r d i n g  t h e  n o r m a l  o n e  o b s e r v e d  i n  t h e  s p e c i e s  1 : 1  i n  T r e a t e d  
s u b g r o u p s  o f   G r o u p s  B  a n d  C  r e g a r d i n g  t h e  C o n t r o l s  I ,  I I  a n d  I I I  o f   G r o u p s  A ,  
B  a n d  C  a n d  t r e a t e d  o f  G r o u p  A .  A l s o  a  h i g h  c o r r e l a t i o n  e x i s t s  a m o n g  e m b r y o s  
c l a s s i f i e d  a s  h a v i n g  a l t e r e d  a n d  o f  s e x  m a l e s  d e t e r m i n e d  b y  k a r y o t y p e  i n  T r e a t e d  
s u b g r o u p s  o f   G r o u p s  B  a n d  C .   
 
 T h e  m e t h o d o l o g y  u s e d  t o  i n  v i t r o  m a t u r a t i o n ,  f e r t i l i z a t i o n  o f  o o c y t e s  a n d  
e m b r y o  d e v e l o p m e n t  i t  h a s  b e e n  e f f e c t i v e .  T h e  c u l t u r e  o f  t h e  e m b r y o s  i n  
p r e s e n c e  o f  H - Y  a n t i b o d i e s  a n d  c o m p l e m e n t  p r o d u c e s  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  i n  v i t r o  
d e v e l o p m e n t ,  b e y o n d  8  c e l l s  s t a g e .  T h e  H - Y  a n t i b o d i e s  o b t a i n e d  f r o m  r a t s  
p o s s e s s  c r o s s e d  r e a c t i o n  w i t h  t h e  H - Y  a n t i g e n s  o f  b o v i n e  e m b r y o s .   
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